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Aproximación fenotípica y molecular a la inducción y detección de resistencia a 
equinocandinas en Candida glabrata. 
El estudio de la candidemia causada por C. glabrata ha recibido gran interés 
fundamentalmente por el aumento de su incidencia. A esto se le suma el ascenso en la tasa 
de resistencia a candinas (multirresistencia en algunos casos) en ciertas zonas geográficas, lo 
que restringe el uso de estos antifúngicos como tratamiento de primera línea. La detección 
rápida de las cepas resistentes es una necesidad para mejorar el manejo del paciente y su 
pronóstico. 
Esta tesis ha pretendido dar luz a algunos interrogantes sobre el desarrollo y 
detección de resistencia a equinocandinas en C. glabrata mediante estudios estructurados 
en los siguientes tres capítulos: Capítulo I, Adquisición in vitro de resistencia secundaria a 
equinocandinas en aislados de C. glabrata y mecanismos moleculares implicados; Capítulo II, 
Determinación de parámetros cinéticos de crecimiento in vitro en aislados de Candida spp.; 
y Capítulo III, Detección rápida de resistencia a equinocandinas en Candida spp. Se ha 
propuesto la existencia de zonas anatómicas, como el abdomen y las mucosas, que pueden 
actuar como reservorios ocultos de cepas resistentes, especialmente aislados de C. glabrata 
resistentes a candinas. Esto es debido, principalmente, a la baja penetración de estos 
antifúngicos en estas localizaciones, conduciendo a una presión del antifúngico sobre las 
cepas que pueden promover y posteriormente seleccionar aislados mutantes. 
Paradójicamente, el número de aislados resistentes encontrados en muestras clínicas es 
bajo. En el Capítulo I se estudió la capacidad de C. glabrata de adquirir resistencia tras 
exposición in vitro a micafungina, simulando los espacios anatómicos con bajas 
concentraciones de candinas, y se determinaron la concentración preventiva de mutantes, la 
ventana de selección de mutantes y la frecuencia de mutación a equinocandinas en esta 
especie. Además, se comparó la virulencia entre cepas de C. glabrata sensibles y resistentes 
a equinocandinas mediante el modelo de Galleria mellonella. Se ha propuesto que la 
adquisición de resistencia en C. glabrata puede ser debida a defectos en la reparación del 
ADN, exactamente en el gen MSH2. Se estudió la secuencia del gen MSH2 y se evaluó su 
relación con el genotipo, con la posible adquisición de resistencia antifúngica in vitro e in 
vivo y con el pronóstico del paciente. En resumen, se demostró que C. glabrata adquirió con 
facilidad resistencia a equinocandinas, especialmente en presencia de concentraciones <2 
mg/L. Por contra, no se observó un impacto significativo en la virulencia entre cepas de C. 
glabrata sensibles y resistentes a equinocandinas. Por último, se demostró que la presencia 
de alteraciones en el gen MSH2 en aislados de C. glabrata no se correlacionaba con 
genotipos específicos, con la adquisición de resistencia antifúngica in vitro ni in vivo, ni con el 
uso previo de antifúngicos en los enfermos. 
El estudio in vitro de los parámetros cinéticos de crecimiento mediante curvas de 
densidad óptica es otro método para evaluar la patogenicidad. En el Capítulo II se 
determinaron estos parámetros cinéticos en aislados de Candida spp. causantes de 
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candidemia, para evaluar posibles diferencias inter e intra especie incluyendo, cepas de       
C. glabrata sensibles y resistentes a fluconazol y a equinocandinas. Inclusive, se analizó el 
crecimiento de especies durante el tiempo de incubación imitando las condiciones del 
método de EUCAST. Se encontraron diferencias significativas inter e intra especie en los 
parámetros cinéticos estudiados, siendo C. glabrata la especie que mostró la mayor tasa de 
crecimiento. Además, la resistencia a las equinocandinas en aislados de C. glabrata podría 
tener un impacto en la curva cinética de crecimiento. Al mimetizar la curva con el método de 
EUCAST, se observó que se pueden anticipar los resultados de sensibilidad en C. glabrata, C. 
tropicalis y C. krusei. 
La detección de resistencia a través de las pruebas de referencia tiene el 
inconveniente de arrojar resultados no antes de 48-72 horas tras el diagnóstico de la 
candidemia. En el Capítulo III se evaluó el papel de dos técnicas rápidas de detección de 
resistencia a las equinocandinas en diferentes especies de Candida (el Etest® y las placas de 
agar que contienen anidulafungina) realizados directamente en hemocultivos positivos. Se 
concluyó que las placas con anidulafungina son útiles, aunque no de forma rápida, para el 
cribado de resistencia en C. glabrata, y que el Etest® de micafungina y anidulafungina, es un 
procedimiento rápido y fiable para detectar resistencia en Candida spp., incluso en 
situaciones de coexistencia de cepas de C. glabrata sensibles y resistentes a las candinas 
cuando estas últimas están infrarrepresentadas. 
En resumen, esta tesis demostró el potencial de C. glabrata para adquirir resistencia 
a las equinocandinas de una manera fácil y rápida, independiente del gen MSH2. Además, el 
Etest® de equinocandinas realizado directamente de hemocultivos positivos en los 
laboratorios de Microbiología serviría para anticipar los resultados de sensibilidad. 
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Phenotypic and molecular approach to the induction and detection of echinocandin 
resistance in Candida glabrata. 
The study of C. glabrata causing candidemia has notoriously received attention due 
to the raise in the incidence of the infection. Moreover, an increase in the candin resistance 
rate (multi-resistance in some cases) has been detected in some geographical areas, thus 
restraining the use of candins as first-line drugs. Therefore, a rapid detection of resistant 
isolates should be a must in order to improve the management and prognosis of patients. 
This thesis aimed to enlighten some caveats on the acquisition and detection of 
resistance to echinocandins in C. glabrata isolates in studies grouped into the following 
chapters: Chapter I, In vitro resistance secondary acquisition to echinocandins in isolates of 
C. glabrata and molecular mechanisms involved; Chapter II, Determination in vitro growth 
kinetic parameters in Candida spp. and Chapter III, Rapid detection of echinocandin 
resistance in Candida spp. 
The existence of anatomical sites, such as the abdomen and mucosa, has been 
suggested as a hidden reservoir of candin-resistant C. glabrata isolates. This may be due to 
the poor penetration of candins that would drive to the insufficient exposure to low 
concentrations of candins and, consequently, may promote and select resistant isolates later 
on. Paradoxically, the number of resistant isolates in clinical samples is low. Chapter I 
focused on the ability of C. glabrata isolates to acquire resistance after in vitro exposure to 
micafungin, mimicking anatomical sites where low concentrations of candins are attained, 
letting assess the mutation frequency, mutant preventive concentration, and mutant 
selection window to echinocandins in C. glabrata. Moreover, virulence between candin-
susceptible and -resistant C. glabrata isolates was compared by using Galleria mellonella 
model. The acquisition of resistance in C. glabrata to multiple antifungal agents may be 
explained by some defects in DNA repair, exactly in the MSH2 gene. The sequence of the 
MSH2 gene of C. glabrata isolates was studied and compared with genotype, possible 
acquisition of antifungal resistance in vitro and in vivo, and patient prognosis. In summary, it 
was shown that the echinocandin resistance acquisition in C. glabrata is rapid and easy, 
especially in the presence of concentrations of candins <2 mg/L. Conversely, no significant 
impact on virulence between the two groups was observed. Finally, the presence of 
mutations in MSH2 gene was not particularly related to specific genotypes, in vitro/in vivo 
acquisition of resistance, or previous use of antifungal agents. 
The study of in vitro growth kinetic parameters after the study of optical density 
curves poses a method to evaluate the pathogenicity. Chapter II involved studies to 
characterize the kinetic parameters of a large collection of Candida spp. isolates to check on 
inter and intra species differences, including both susceptible and resistant C. glabrata 
isolates. Growth of all species during the incubation time was analysed mimicking EUCAST 
method conditions. The study showed statistically significant differences inter- and intra-
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species in kinetic parameters, being C. glabrata the fastest species in terms of rate growth. 
Moreover, candin resistance in C. glabrata isolates could have an impact on the kinetic 
growth curve. Replicating the EUCAST conditions in the growth curve, antifungal resistance 
reports could be speeded up in C. glabrata, C. tropicalis and C. krusei species. 
Resistance detection using the gold standard procedures needs 48-72 hours from the 
diagnosis of candidemia. Chapter III evaluated the role of two rapid echinocandin resistance 
detection techniques in different species of Candida (the Etest® and anidulafungin-
containing agar plates) performed directly on positive blood cultures. Anidulafungin-
containing plates were useful, but not fast, to screen for resistance in C. glabrata; Etest® was 
a rapid and reliable method for detecting resistance in Candida spp., including C. glabrata, 
even when the proportion of mutants was underrepresented. 
In summary, this Thesis demonstrated the potential of C. glabrata to easily and 
promptly acquire resistance to echinocandins, regardless the MSH2 gene. Furthermore, the 
echinocandin Etest® performed directly from positive blood cultures in Microbiology 
laboratories would speed susceptibility report up. 
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3.1. La infección fúngica invasiva. Fungemia y candidemia. 
La infección fúngica invasiva (IFI) es una infección oportunista, normalmente 
nosocomial, cuya principal población en riesgo son los pacientes inmunodeprimidos, 
pacientes críticos ingresados en unidades de cuidados intensivos, pacientes sometidos a 
cirugía abdominal, o aquellos con neoplasias hematológicas y/o receptores de trasplante 
(García-Vidal y Carratalà, 2012; Klingspor et al., 2015). Su incidencia ha aumentado 
significativamente en las últimas décadas y su alta morbi-mortalidad contribuye al aumento 
del consumo de recursos hospitalarios para su prevención, diagnóstico y tratamiento (Lass-
Florl, 2009; Guinea et al., 2014). 
La fungemia es la IFI más frecuente y sus agentes etiológicos principales son las 
levaduras del género Candida. La mayoría de las especies de Candida son comensales del ser 
humano, formando parte sobre todo de la microbiota del tracto gastrointestinal, vaginal y 
de mucosas. La candidiasis invasiva (IFI producida por Candida spp.) generalmente ocurre en 
pacientes con factores de riesgo conocidos (Tabla 1) y puede afectar a cualquier localización 
del organismo, denominándose candidemia si se demuestra la presencia de ésta en el 
torrente circulatorio o candidiasis invasora profunda si se encuentran afectados órganos 
profundos (Cervera, 2012). La candidemia es la fungemia más frecuente en pacientes 
críticos, clasificándose como la cuarta causa más común de infección del torrente sanguíneo. 
El género Candida comprende más de 150 especies, si bien sólo 15 de ellas han sido 
descritas como causa de candidiasis invasora; de hecho más del 90% de las fungemias están 
causadas por sólo cinco especies (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. 
krusei) (Pfaller et al., 2005; Pappas et al., 2016). 
 
Tabla 1. Factores de riesgo predisponentes para desarrollar candidiasis invasiva. 
Adaptado de la literatura (Pappas et al., 2018). 
Factores de riesgo 
Intrínsecos Iatrogénicos 
Diabetes mellitus Antibióticos, corticoides e inmunosupresores 
Pancreatitis Hemodiálisis o fallo renal 
Sepsis Catéter venoso central 
Gravedad de la enfermedad Nutrición parenteral 
Edades extremas Cirugías (especialmente gastrointestinal) 
Colonización por Candida spp. Ventilación mecánica 
Perforación gastrointestinal Estancia prolongada en servicios hospitalarios 
Factores de riesgo adicionales en pacientes inmunodeprimidos 
Intrínsecos Iatrogénicos 
Enfermedad injerto contra huésped Transplante de órgano solido 
Mucositis y neutropenia profunda Transplante de células madre 
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La incidencia de candidemia ha ido aumentando a lo largo del tiempo, tanto en los 
Estados Unidos de América como en Europa (Guinea et al., 2014; Lockhart et al., 2012; 
Astvad et al., 2017) y su epidemiología es dependiente de la situación geográfica. En la 
mayoría de los estudios, C. albicans es la especie principal causando entre un 45-70% de los 
casos (Pfaller et al., 2005; Puig-Asensio et al., 2014b). En el norte de Europa y en los Estados 
Unidos de América la segunda especie más frecuente es C. glabrata, representando el 32% y 
el 29% de los casos, respectivamente (Lockhart et al., 2012; Astvad et al., 2017). Sin 
embargo, en países del sur de Europa y Latinoamérica, C. parapsilosis es la segunda especie 
más aislada siendo C. glabrata la tercera especie (Guinea et al., 2014; Da Matta et al., 2017), 
aunque en pacientes con neoplasias hematológicas, C. glabrata es el principal patógeno 
causante de fungemia (Farmakiotis et al., 2014). 
Los factores predisponentes para el desarrollo de candidemia por C. glabrata no son 
genuinamente diferentes del resto de especies de Candida, pero destacan el uso de 
antibióticos de amplio espectro (que favorecen la colonización fúngica), la presencia de 
catéteres y nutrición parenteral, la inmunodepresión, la ruptura de barreras de mucosa, y el 
uso de quimio y/o radioterapia (Rodrigues et al., 2014). El posible aumento de C. glabrata 
puede explicarse por otros factores más concretos, como el aumento del uso de fluconazol, 
el envejecimiento de la población y el aumento en el número de pacientes 
inmunodeprimidos (Rodrigues et al., 2014; Astvad et al., 2017). 
El estudio poblacional CANDIPOP, realizado en centros españoles entre 2010 y 2011, 
mostró datos sobre la epidemiología de la candidemia en España (Guinea et al., 2014; Puig-
Asensio et al., 2014b). La distribución de las especies más frecuentes de este estudio se 
muestra en la Figura 1.  
 
 
Figura 1. Distribución de las especies más frecuentes causantes de candidemia en España (Estudio 
CANDIPOP) (Guinea et al., 2014). 
 
44,6%
24,5%
13,2%
7,6%
1,9%
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida krusei
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La candidemia en España presentó una incidencia de 8,1 casos por cada 100.000 
habitantes, siendo especialmente elevada en los pacientes con edades extremas de la vida:  
<1 año (96,4 casos por cada 100.000 habitantes) y >71 años (26,5 casos por cada 100.000 
habitantes). La mortalidad de la candidemia fue elevada (15-35% en adultos y 10-15% en 
neonatos). La tasa de mortalidad temprana (7 días tras el primer episodio de candidemia) 
fue del 12,8%, y se asoció a factores relacionados con el manejo del paciente, mientras que 
la tasa de mortalidad tardía (30 días tras el primer episodio de candidemia) fue mucho 
mayor (30,6%) y se asoció con factores del huésped y la gravedad de la infección (Puig-
Asensio et al., 2014b).  
En los últimos años se han publicado estudios que demuestran que la epidemiología 
de la candidemia está sufriendo cambios, como el aumento de la proporción de casos 
causados por especies diferentes a C. albicans, especialmente por C. glabrata. En Dinamarca 
se ha comunicado una disminución de la proporción de episodios causados por C. albicans 
en 2015 respecto a 2004 (64,4% vs. 42,4%) en paralelo a una duplicación en el número de 
casos causados por C. glabrata (16,5% vs. 34,6%) (Astvad et al., 2017). En España también se 
ha observado un aumento en el porcentaje de casos causados por C. glabrata, sobre todo en 
pacientes ancianos. Diferentes estudios muestran que en el año 2011 la proporción de casos 
causados por C. glabrata fue del 13,4%, mientras que en estudios anteriores la proporción 
fue <9% (Pemán et al., 2002; Almirante et al., 2005; Puig-Asensio et al., 2014b). Esta 
tendencia también ha sido apuntada en los estados de Atlanta y de Baltimore de los Estados 
Unidos de América durante los años 2008-2011, donde los casos de candidemia causados 
por C. albicans disminuyeron del 52% al 34%. Además, se observó que la proporción de 
casos causados por C. glabrata aumentaron del 12% al 27% (Lockhart et al., 2012) incluso, 
en unidades de cuidados intensivos estadounidenses (Trick et al., 2002). Igualmente, 
diversos estudios en Dinamarca, Noruega, Escocia y en los Estados Unidos de América han 
publicado altas tasas de candidemia causadas por C. glabrata (≥20%) (Sandven et al., 2006; 
Odds et al., 2007; Pfaller et al., 2010; Arendrup et al., 2011a). 
Simultáneamente a este cambio epidemiológico de la candidemia, se ha observado 
un aumento global de la resistencia a candinas y fluconazol en cepas de C. glabrata 
(Alexander et al., 2013; Arendrup y Perlin, 2014). Esto hace necesario conocer la 
epidemiología local y los patrones de resistencia en cada institución, especialmente a la hora 
de tomar decisiones terapéuticas correctas. La resistencia a candinas en C. glabrata plantea 
un problema añadido en el manejo de la candidemia, ya que se trata del grupo de 
antifúngicos de elección (Pappas et al., 2016) en una especie con una intrínseca baja 
susceptibilidad a azoles; la resistencia a candinas se ha asociado con un peor pronóstico de 
los pacientes infectados (Alexander et al., 2013; Arendrup y Perlin, 2014). 
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3.2. Diagnóstico microbiológico de la candidemia. 
Es necesario disponer de herramientas diagnósticas precisas, fiables y precoces para 
iniciar tratamiento antifúngico temprano y mejorar así el pronóstico de los pacientes 
afectados. Existen métodos diagnósticos microbiológicos basados en el aislamiento del 
microorganismo o en la detección de biomarcadores en muestras clínicas. 
3.2.1. Métodos dependientes del cultivo de Candida spp. en muestras de sangre. 
El método de referencia para el diagnóstico de la candidiasis invasora se basa en el 
aislamiento de Candida spp. en hemocultivos. Sin embargo, este procedimiento adolece de 
una baja sensibilidad, ya que un 50% de los casos cursan con hemocultivos negativos (Clancy 
y Nguyen, 2018). Factores como el volumen de sangre cultivado, la exposición previa a 
antifúngicos y la especie de Candida involucrada, pueden explicar esta baja sensibilidad. 
Normalmente, la especie de crecimiento más lento en hemocultivos es C. glabrata (McCarty 
y Pappas, 2016), si bien las botellas con medios de cultivo en condiciones anaeróbicas 
permiten adelantar la detección de este patógeno (Cobos-Trigueros et al., 2013; Gokbolat et 
al., 2017). Además, es desconocido si los sistemas de hemocultivos permiten la detección de 
cepas de C. glabrata resistentes a antifúngicos en el caso de coexistencia entre cepas 
salvajes y cepas resistentes, particularmente si estas últimas están infrarrepresentadas. A 
pesar de estas limitaciones, el hemocultivo sigue siendo una necesidad ya que permite la 
posterior identificación y el estudio de la susceptibilidad antifúngica de los aislados. 
La identificación rápida a nivel de especie de las levaduras causantes de candidemia 
es importante ya que, el perfil de sensibilidad antifúngica es en gran medida, predecible en 
base a la especie. La identificación clásica, basada en estudios morfológicos o en las 
características bioquímicas de las levaduras, son métodos muy utilizados en la rutina del 
laboratorio de Microbiología, aunque desafortunadamente la identificación clásica se 
demora 48-72 horas tras el cultivo de la muestra. Los medios cromogénicos han sido 
diseñados para la identificación de las especies del género Candida más frecuentes que 
producen candidiasis invasora. El medio CHROMagar Candida® es el medio que mejor 
diferencia las cinco especies más frecuentes, manifestándose C. glabrata con un color rosa-
violeta. Hay otros métodos comercializados que utilizan la asimilación de los nutrientes por 
parte de los aislados, entre los que destacan AuxaColor, API 20C AUX®, Sistema Vitek2® y 
Rapid Yeast Identification Panel MicroScan® (Neppelenbroek et al., 2014; Alam et al., 2014). 
Además, para la identificación exclusiva de C. glabrata, existe un sistema enzimático 
comercializado denominado GLABRATA RTT (Fumouze Diagnostics, Levallois Perret, Francia) 
(Freydiere et al., 2003). 
La identificación de levaduras basadas en técnicas de biología molecular se apoya en 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), siendo más precisa que la identificación 
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morfológica convencional ya que, permite la identificación de especies crípticas 
filogenéticamente relacionadas (Kurtzman et al., 2015). Los genes ribosomales que codifican 
las subunidades 5,8S-18S-26S están dispuestos en tándem formando unidades de 
transcripción que se repiten entre 100 y 200 veces en el genoma de las levaduras. En cada 
unidad de transcripción existen espaciadores internos denominados ITS (Internal 
Transcribed Spacer), que no se transcriben y varían lo suficiente como para poder distinguir 
entre diversas especies de Candida. Para la identificación inequívoca de levaduras se 
amplifican las regiones ITS 1 (gen 18S y 5,8S) y la región ITS 2 (gen 5,8S y 26S) con cebadores 
universales (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Regiones ITS (“Internal Transcribed Spacer”) de las levaduras con sus cebadores 
correspondientes. 
 
Otra técnica desarrollada es el FilmArray®, consistente en un panel que mediante 
múltiples PCRs permite la identificación directamente sobre el hemocultivo positivo de 24 
microorganismos (incluidas las cinco especies más frecuentes de Candida) en 
aproximadamente 1 hora. Ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (>99%) en la 
identificación de Candida (Salimnia et al., 2016) y la posibilidad de detectar infecciones 
polimicrobianas (Ibáñez-Martínez et al., 2017).  
Los métodos proteómicos, cada vez más disponibles en los hospitales españoles, 
permiten la identificación de levaduras de una manera más rápida ya que se puede realizar 
además, sobre el hemocultivo positivo. La espectrometría de masas MALDI-TOF MS (matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry), genera un espectro 
característico de especie mediante el análisis de las proteínas ribosomales de las levaduras. 
Este espectro se compara con una base de datos pre-establecida, indicando la especie en 
cuestión mediante una puntuación determinada. Potencialmente, este sistema puede 
emplearse para realizar pruebas de sensibilidad antifúngica (Croxatto et al., 2012; Posteraro 
y Sanguinetti, 2014).  
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3.2.2. Métodos de diagnóstico independientes del cultivo. 
Estos métodos han sido desarrollados fundamentalmente para paliar las limitaciones 
de los hemocultivos. La primera prueba diagnóstica independiente del cultivo, fue la 
detección en suero de antígenos o anticuerpos del género Candida (Clancy y Nguyen, 2013). 
Sin embargo, la búsqueda de antígenos está muy limitada por la baja concentración sérica y 
rápido aclaramiento desde el torrente sanguíneo (Ellepola y Morrison, 2005). Los métodos 
más conocidos son la detección de los componentes de la pared celular de las levaduras, 
como el antígeno de manano y anticuerpos anti-manano (PlateliaTM Candida), la detección 
del 1,3-β-D-glucano, y los anticuerpos antimicelio CAGTA (Candida albicans germ tube 
antibody) (Mikulska et al., 2010; Bassetti et al., 2016; McCarty y Pappas, 2016; Clancy y 
Nguyen, 2018). Otros métodos menos implementados son el PNA-FISH (Peptide Nucleic Acid 
Fluorescent In Situ Hybridation), técnica de hibridación de fluorescencia in situ mediante 
sondas de ácidos nucleicos peptídicos para la identificación rápida de las cinco especies de 
Candida spp. más frecuentes desde el hemocultivo positivo (Gorton et al., 2014), y el 
T2Candida®. Este último detecta las cinco especies más comunes de Candida directamente 
en sangre completa, mediante PCR y posterior análisis mediante resonancia magnética, 
disminuyendo los tiempos de diagnóstico (Clancy y Nguyen, 2018). En la Figura 3 se muestra 
el tiempo requerido para alcanzar resultados por los diferentes métodos de identificación. 
 
 
Figura 3. Comparación de los métodos de identificación según el tiempo requerido para la obtención 
de resultados. Adaptado de la literatura (Ibánez-Martínez et al., 2017). 
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3.3. Manejo y tratamiento antifúngico de la candidemia.  
Para ayudar en el manejo de la candidiasis se han publicado dos guías, una de la 
Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) y otra de la Sociedad Europea 
(ESCMID) (Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2016) con recomendaciones específicas sobre 
la prevención y una rápida y adecuada iniciación de la terapia antifúngica (Pappas et al., 
2018). Los agentes antifúngicos que se utilizan para el tratamiento de la candidemia son las 
candinas (micafungina, anidulafungina y caspofungina), los azoles (fluconazol y voriconazol) 
y la anfotericina B (Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2016). La selección del fármaco inicial 
se debe basar en la exposición previa o en la intolerancia del paciente al antifúngico, la 
gravedad de la enfermedad y en la susceptibilidad del agente etiológico causante de la 
infección (Pappas et al., 2018). Las limitaciones de los métodos diagnósticos conducen a un 
elevado número de tratamientos empíricos, y en paralelo, a un uso innecesario de 
antimicóticos en pacientes sin candidiasis invasiva (Pappas et al., 2018). 
En el caso de que la candidemia esté relacionada con el catéter, la retirada del 
catéter central es recomendable, ya que mejora el pronóstico del paciente. Sin embargo, 
esta decisión debe ser individualizada después de valorar el beneficio/riesgo y de la 
posibilidad de que éste sea o no el foco de infección (Puig-Asensio et al., 2014a). Las guías 
ESCMID recomiendan que si no se puede retirar el catéter se use una candina o la 
anfotericina B, debido a su actividad anti-biopelícula (Cornely et al., 2012) ya que hasta el 
momento, la técnica de sellado no está recogida en las guías para el tratamiento de 
infección del catéter por el género Candida.  
En la Figura 4 se muestra el lugar de acción de los diferentes grupos de antifúngicos 
mencionados anteriormente. 
 
 
Figura 4. Lugar de acción de los antifúngicos más empleados en la clínica. Adaptado de la literatura 
(Diamond, 2001; Maertens J, 2002). 
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3.3.1. Candinas. 
Las candinas son lipopéptidos que muestran una actividad fungicida frente a las 
diferentes especies de Candida. Interrumpen la formación del 1,3-β-D-glucano de la pared 
celular mediante la inhibición de manera no competitiva de la enzima 1,3-β-D-glucano-
sintetasa (específicamente inhibiendo la subunidad catalítica Fks1p, codificada por los tres 
genes FKS1, FKS2 y FKS3) provocando una alteración osmótica y por consiguiente una lisis 
celular (Denning, 2003; Chen et al., 2011; Bassetti et al., 2016). Tienen un amplio espectro 
de acción, actuando incluso sobre las biopelículas. Su perfil de tolerabilidad y seguridad es 
alto, ya que el 1,3-β-D-glucano no forma parte de las células humanas, las interacciones con 
otros fármacos son limitadas y la toxicidad renal y hepática es baja (Kofla y Ruhnke, 2011). 
Su formulación es intravenosa ya que, debido a su alto peso molecular, su absorción oral es 
pobre (Chen et al., 2011). Se recomiendan como terapia de primera línea para el tratamiento 
de candidiasis invasiva, sobre todo en pacientes que han sido expuestos anteriormente a 
azoles o colonizados por especies de Candida con susceptibilidad reducida a los azoles, como 
es el caso de C. glabrata (Pfaller et al., 2003; Pappas et al., 2016). Existen pequeñas 
diferencias farmacocinéticas entre las tres candinas, aunque no se han encontrado 
diferencias en cuanto a su eficacia clínica, por lo que las tres son intercambiables 
(Eschenauer et al., 2007; Pappas et al., 2007; Pappas et al., 2016). Su desventaja es que no 
alcanzan concentraciones terapéuticas efectivas en ciertos tejidos como, ojos, sistema 
nervioso central, orina, endocardio y peritoneo (Bassetti et al., 2016). 
3.3.2. Azoles.  
Los azoles son un grupo de antifúngicos fungistáticos que actúan como inhibidores de 
la enzima 14-α-lanosterol desmetilasa (codificada por el gen ERG11) del grupo de las 
enzimas del citocromo P450. Esta enzima es clave para la formación del ergosterol, un 
componente mayoritario de la membrana de las células fúngicas, cuya modificación altera la 
fluidez de la membrana. Presentan una amplia actividad contra la mayoría de Candida spp., 
pueden administrarse de forma oral o intravenosa y son generalmente bien tolerados (Odds 
et al., 2003). Uno de los azoles más utilizados es el fluconazol, fármaco de elección para el 
tratamiento de la candidemia, hasta que alrededor del año 2003 se incorporaron las 
candinas, y pasó a ser una terapia de segunda línea. Sin embargo, se sigue prefiriendo en 
casos específicos, como en la endolftalmitis, meningitis y candidiasis del tracto urinario, 
donde las candinas no alcanzan concentraciones suficientes (Pappas et al., 2018). El 
voriconazol puede ser una alternativa, sobretodo en pacientes infectados con aislados que 
tengan una sensibilidad disminuida al fluconazol, como es el caso de C. glabrata (Pappas et 
al., 2018), aunque existen casos de resistencia cruzada con otros azoles (Pfaller et al., 2012b) 
y su principal desventaja es que debe ser monitorizado (Troke et al., 2011).  
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Además, existen dos fármacos más novedosos, el posaconazol, que exhibe un 
espectro más amplio y una actividad más potente comparándolo con el fluconazol (Pfaller et 
al., 2004; Pfaller et al., 2013a) y el isavuconazol, que tiene una excelente actividad in vitro 
contra C. glabrata, aunque existen pocos datos clínicos que apoyen su uso habitual de 
pacientes con candidemia (Pappas et al., 2018). 
3.3.3. Anfotericina B 
La anfotericina B es un fármaco fungicida de la familia de los polienos, que se fija a 
los esteroles de la membrana de las células eucariotas, teniendo más afinidad por el 
ergosterol de los hongos que por el colesterol de las células humanas. Provoca alteraciones 
en la fisiología de la membrana mediante la formación de poros, originando una 
despolarización de la membrana y un aumento en la permeabilidad, lo que lleva a la muerte 
celular (Moen et al., 2009). Presenta un amplio espectro contra hongos patógenos y se 
administra de forma intravenosa por su alto grado de hidrofobia y baja absorción a nivel 
gastrointestinal (Odds et al., 2003). Actualmente, existen formulaciones lipídicas que 
mejoran la tolerancia a nivel de la infusión del medicamento y disminuyen la toxicidad renal, 
ya que tienen mejorado su perfil de solubilidad, permitiendo dosis diarias y totales más 
elevadas en un menor tiempo (Moen et al., 2009). 
Hoy en día, las guías de la IDSA recomiendan para el tratamiento de la candidemia, 
independientemente de la especie, una terapia inicial con una candina (Pappas et al., 2016). 
El fluconazol se podría considerar en pacientes hemodinámicamente estables, sin exposición 
previa a azoles e infectados con especies sensibles a este antifúngico. La duración del 
tratamiento está determinada por la respuesta clínica y microbiológica a la terapia, y en 
ausencia de afectación orgánica debe ser de 14 días tras el primer hemocultivo negativo, 
junto a la resolución de los signos de infección en el paciente (Pappas et al., 2016). 
Específicamente, para el tratamiento de C. glabrata, una especie con sensibilidad reducida al 
fluconazol, se recomienda como tratamiento inicial una candina y como alternativa la 
anfotericina B, y para desescalar a un antifúngico oral, la terapia más óptima es voriconazol 
o fluconazol a altas dosis (Pappas et al., 2016). 
3.3.4. Nuevos antifúngicos para el tratamiento de la candidemia.  
A pesar de las opciones terapéuticas comentadas, siguen existiendo limitaciones 
como la toxicidad de los azoles, las interacciones con otros medicamentos, la vía de 
administración intravenosa de las candinas y la falta de actividad frente a especies 
resistentes. Todo ello justifica la necesidad de desarrollar nuevas moléculas. Las moléculas 
más prometedoras son la rezafungina (CD101) y el SCY-078, ya que al ser inhibidores de la 
síntesis de glucano, mejorarían el tratamiento de primera línea.  
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La rezafungina es una nueva equinocandina (análogo de la anidulafungina) cuya 
administración semanal (gracias a sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas) 
disminuiría la hospitalización de los pacientes, y con ello el coste hospitalario. Además, 
aunque el espectro de acción y la tasa de mutación sea similar a las otras candinas, podría 
ayudar a resolver los problemas de resistencia en Candida spp. por las altas concentraciones 
tisulares alcanzadas (Pfaller et al., 2016; Bader et al., 2018). En modelos murinos, ha 
demostrado una excelente penetración abdominal, manteniéndose sostenible a una alta 
concentración en la fase inicial de la infección, por lo que podría llegar a penetrar mejor en 
tejidos lesionados que las candinas tradicionales (Zhao et al., 2017). El SCY-078 es un 
inhibidor de la 1,3-β-D-glucano-sintetasa, con una estructura química diferente a las 
candinas y posee actividad contra Candida spp. resistentes a estos antifúngicos (Jiménez-
Ortigosa et al., 2014). Su gran ventaja es que su administración puede ser oral además de la 
intravenosa, lo que podría facilitar el manejo y la adherencia de los pacientes ambulatorios. 
Aunque no es un fármaco extremadamente activo frente a C. glabrata, podría tener un 
impacto clínico en áreas donde la tasa de C. glabrata resistentes a las candinas está en 
aumento (Wiederhold et al., 2018). Además, parece ser prometedor en el tratamiento de las 
biopelículas (Marcos-Zambrano et al., 2017b). 
El VT-1161 es un azol que, a diferencia de los anteriores, se une con mayor afinidad al 
citocromo fúngico que al humano, siendo activo frente aislados resistentes a fluconazol o a 
candinas (González-Lara et al., 2017). El APX001A (previamente denominado E1210) es la 
molécula activa del APX001, que inhibe la enzima inositol aciltransferasa de los hongos 
evitando la maduración proteica y el crecimiento fúngico. Tiene un amplio espectro, 
incluyendo Candida spp. resistentes a fluconazol y candinas y su administración podría ser 
oral o intravenosa (Pfaller et al., 2011a). In vitro e in vivo, es igualmente o más eficaz que 
anfotericina B, anidulafungina, micafungina, fluconazol y voriconazol, por lo que es un 
agente útil en infecciones causadas por C. glabrata (Arendrup et al., 2018; Zhao et al., 2018). 
No parece tener resistencias cruzadas y penetra en sitios anatómicos de difícil acceso para 
otros antifúngicos, como en el sistema nervioso central, pulmón y riñón (Hager et al., 2018). 
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3.4. Estudio de la sensibilidad antifúngica. 
El estudio de la sensibilidad de los hongos a los antifúngicos es una de las funciones 
más importantes de los laboratorios de micología. Se aconseja realizar las técnicas de 
susceptibilidad antifúngica sobre cepas clínicamente significativas, especialmente si son 
recurrentes debido al fracaso terapéutico. Además, es importante para la vigilancia 
epidemiológica y de la resistencia. 
El principal objetivo de estas técnicas es evaluar la respuesta in vitro de un hongo a 
varios antifúngicos, para detectar así la presencia de cepas resistentes e instaurar el mejor 
tratamiento posible (Arendrup MC et al., 2017). Los comités europeo (EUCAST - European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) y americano (CLSI - Clinical Laboratory 
Standards Institute) han publicado procedimientos de referencia estandarizados y 
reproducibles para la determinación de la sensibilidad antifúngica (Arendrup MC et al., 2017; 
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017). 
3.4.1. Métodos basados en la microdilución en caldo. 
Las técnicas de microdilución en caldo son las de referencia para determinar la 
susceptibilidad antifúngica in vitro a las levaduras. Se utilizan para establecer la 
concentración mínima inhibitoria (CMI) de los antifúngicos utilizados habitualmente en la 
clínica, o bien para estudiar nuevos agentes antimicóticos. Estas técnicas consisten en 
evaluar la capacidad de crecimiento del hongo en las placas de microdilución, donde se 
inoculan diluciones seriadas del antifúngico junto a suspensiones conocidas de la levadura a 
estudio, comparándolo con un pocillo control sin antifúngico.  
La CMI es la concentración más baja de un agente antifúngico capaz de inhibir el 
crecimiento de un hongo cuando se compara con el control libre de antifúngico, 
expresándose en mg/L. Se define la CMI como un 50% o superior de inhibición en el caso de 
los azoles y las candinas y una inhibición total (100%) en el caso de la anfotericina B. Los 
comités CLSI y EUCAST han desarrollado un procedimiento de microdilución muy similar. Sin 
embargo, presentan alguna diferencia metodológica que hace que el método proporcionado 
por EUCAST sea más objetivo y fácil de interpretar ya que, la lectura de la CMI se realiza 
mediante un espectrofotómetro (Arendrup MC et al., 2017; Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2017) (Figura 5). 
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Figura 5. Ejemplo de la lectura espectrofotométrica de la CMI mediante el método EUCAST. Curvas de 
inhibición del crecimiento de C. glabrata indicando sensibilidad (curva azul, CMI= 0,015 mg/L) y resistencia 
(curva roja, CMI= 2 mg/L) a micafungina. DO, densidad óptica; CC, control de crecimiento (DO del pocillo sin 
antifúngico). 
 
Un método comercial de microdilución en caldo muy utilizado en los laboratorios es 
el Sensititre YeastOne® (TREK Diagnostic Systems, United Kingdom). Su metodología es muy 
similar a la del CLSI, sin embargo un mismo panel multipocillo lleva muchos antifúngicos con 
un sustrato cromogénico, facilitando la interpretación de la CMI. 
La CMI informa sobre probabilidad de éxito terapéutico de un paciente tratado con el 
agente antifúngico en cuestión (Arendrup MC et al., 2017). El análisis poblacional de las CMIs 
permite clasificar a las cepas en clínicamente sensibles, intermedias, o resistentes de 
acuerdo a los puntos de corte clínicos establecidos. Las cepas clasificadas como sensibles se 
asocian con una alta probabilidad de éxito terapéutico, las clasificadas como resistentes se 
asocian con una alta probabilidad de fracaso terapéutico y las intermedias (sensible dosis 
dependiente) requiere una exposición mayor al fármaco para asegurar respuesta clínica. Los 
puntos de corte clínicos son específicos de cada especie y están basados en un conjunto de 
datos epidemiológicos, farmacodinámicos y clínicos (Cuenca-Estrella et al., 2013). 
El paso previo para el establecimiento de los puntos de corte clínicos son el 
desarrollo de los puntos de corte epidemiológicos o ECOFF, que se definen como el valor de 
CMI que limita a la población salvaje (aislados sin mecanismos de resistencia adquirida). 
CMIs por debajo del ECOFF agrupan al 95% de las cepas de una especie (Arendrup et al., 
2014). Los puntos de corte clínicos son parámetros de uso clínico capaces de ayudar en la 
toma de decisiones terapéuticas, mientras que los ECOFF, sirven como medida más sensible 
para la detección de aislados con sensibilidad reducida o con mecanismos de resistencia a un 
agente antifúngico (Turnidge y Paterson, 2007).  
23 
IN
TRO
DU
CCIÓ
N
 
En la Figura 6 se muestra un ejemplo de distribución de CMIs indicando los puntos de 
corte clínicos y el punto epidemiológico, en este caso es para fluconazol y C. glabrata. 
 
 
Figura 6. Distribución de CMIs para C. glabrata frente a fluconazol. Puntos de corte clínicos, S ≤0,002 
mg/L; I =0,004-32 mg/L; R>32 mg/L. El punto de corte epidemiológico ECOFF= 32 mg/L, corresponde a la CMI 
que inhibe ≥95% de las cepas estudiadas y cepas con una CMI ≤32 mg/L son de tipo salvaje. Adaptado de 
http://www.eucast.org (898 cepas de 12 sitios anatómicos); Enero 2019.  
 
CLSI y EUCAST han propuesto puntos de corte para las especies de Candida más 
frecuentes y los antifúngicos recomendados. Sin embargo, EUCAST ha encontrado 
variaciones significativas en las CMIs de caspofungina entre los laboratorios, por lo que 
todavía no ha establecido puntos de corte para este antifúngico, debido al riesgo de 
clasificar erróneamente a los aislados (Espinel-Ingroff et al., 2013; European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2018). Por otro lado, CLSI muestra que los puntos de 
corte para caspofungina pueden aumentar la tasa de los aislados no sensibles, 
especialmente en C. glabrata (Eschenauer et al., 2014). Estos hallazgos llevan a que los dos 
comités propongan utilizar la micafungina y la anidulafungina como marcadores de 
resistencia a candinas (Arendrup et al., 2012; Pfaller et al., 2014a; Pfaller et al., 2014b).  En la 
Tabla 2 se muestran los puntos de corte clínicos de C. glabrata a los antifúngicos empleados 
tanto en terapia inicial como en terapia para desescalar, según la metodología de EUCAST.  
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Tabla 2. Puntos de corte clínicos (mg/L) para C. glabrata a los antifúngicos 
recomendados según la metodología de EUCAST (European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing, 2018). Enero del 2019. 
 Categoría clínica* 
 S≤ R> 
Micafungina 0,032 0,032 
Anidulafungina 0,064 0,064 
Anfotericina B 1 1 
Fluconazol 0,002 32 
*La categoría intermedia comprende los valores de CMI entre las categorías sensible y resistente. 
3.4.2. Métodos de difusión. 
Son métodos in vitro, de realización más simplificada y adaptados a la actividad del 
laboratorio de microbiología. Se fundamentan en la preparación de un inóculo 
estandarizado de la cepa a estudiar, que se siembra sobre una placa de agar, sobre la que se 
deposita un soporte con antifúngico desecado que se solubiliza una vez en contacto con el 
medio acuoso y produce una inhibición cuantificable del crecimiento del hongo. El método 
de difusión en disco es una técnica estandarizada por el CLSI para especies de Candida, que 
consiste en la medida del halo de inhibición del crecimiento de la levadura sembrada en la 
placa de agar producido alrededor del disco impregnado de antifúngico (Clinical and 
Laboratory Standards Institute, 2009); este método aporta resultados cualitativos pero no 
permite la obtención de la CMI directamente. Otro método de difusión para levaduras, muy 
utilizado en los laboratorios de microbiología por su comodidad es el Etest®, que mantiene 
el mismo principio que el anterior pero, en vez de un disco consiste en una tira plástica 
impregnada con un gradiente de concentraciones de antifúngico cuya difusión en la placa de 
agar genera una elipse de inhibición que permite la obtención de la CMI así como su 
posterior interpretación (Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Ejemplo de la obtención de CMIs mediante la utilización del Etest®.  
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3.4.3. Métodos rápidos de estudio de la sensibilidad antifúngica. 
Dado que la principal función de cualquier método para el estudio de la sensibilidad a 
los antifúngicos es la detección de cepas resistentes y/o no salvajes, dicha detección debe 
hacerse en el menor tiempo posible desde el diagnóstico. Los métodos anteriormente 
comentados están estandarizados para estudiar la sensibilidad de las cepas en cultivo puro, 
lo que inevitablemente conlleva un retraso en la obtención de resultados de 48 y 72 horas 
desde el diagnóstico de la candidemia. Se han estudiado potenciales modificaciones de los 
métodos de sensibilidad para anticipar los resultados utilizando el Etest®, las placas de agar 
con antifúngicos, el MALDI-TOF MS y la detección molecular directamente sobre muestra 
clínica. 
Teóricamente, el Etest® es un método independiente del inóculo, por lo que su 
realización directamente sobre muestra clínica es posible. En estudios previos, el grupo 
demostró que la realización del Etest® directamente sobre muestras de hemocultivos 
positivos con levaduras, permitía la obtención de la CMI a los azoles tras 24 horas del 
diagnóstico de la candidemia (Guinea et al., 2010; Escribano et al., 2017).  
La realización de este método es muy simple, tal y como se muestra en la Figura 8. El 
primer paso es inocular la sangre del paciente con sospecha de candidemia en las botellas 
destinadas para su cultivo y esperar a que los hemocultivos se vuelvan positivos (Figura 8.1); 
el segundo paso es dejar caer unas gotas del hemocultivo positivo sobre la placa de RPMI 
1640 (Figura 8.2); el tercer paso, extender con una torunda las gotas del hemocultivo por 
toda la placa de RPMI 1640 (Figura 8.3); el cuarto paso, colocar correctamente la tira del 
Etest® del antifúngico elegido e incubar a 35 °C durante 24 horas (Figura 8.4); y por último, 
se procederá a la lectura del halo de inhibición para la obtención de la CMI del aislado 
(Figura 8.5). 
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8.1 8.2 
8.3 8.4 
                                                    
                            
                                            
 
 
 
8.5                                                                              
Figura 8. Pasos para realizar el Etest® directamente sobre hemocultivos positivos en levaduras.  
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La detección de resistencia a azoles en cepas de C. glabrata a través de este método 
es comparable a los resultados obtenidos por los métodos de referencia del CLSI y del 
EUCAST (Guinea et al., 2010; Escribano et al., 2017). Sin embargo, dado que las candinas son 
los antifúngicos de elección para el tratamiento de la candidemia, sería de utilidad saber si 
este procedimiento sería útil para la detección de resistencia a candinas en Candida spp. 
El uso de placas de agar con antifúngico ha demostrado ser útil para la detección de 
cepas de Aspergillus fumigatus resistentes a azoles, mostrando un elevado acuerdo con los 
métodos de referencia y siendo un método de fácil implementación en los laboratorios de 
rutina (Arendrup et al., 2017; Guinea et al., 2018). Sin embargo, no hay estudios que evalúen 
este método en C. glabrata para detectar la presencia de cepas resistentes a candinas. 
El MALDI-TOF MS ha sido utilizado principalmente para la identificación de aislados, 
aunque presenta un elevado potencial para otras aproximaciones, como la detección de 
resistencia antifúngica a azoles y candinas, si bien esto último requiere aún mayor 
estandarización. Este procedimiento ha sido utilizado sobre botellas de hemocultivos 
positivos o bien sobre cultivos puros (Sanguinetti y Posteraro, 2017; Croxatto et al., 2012; 
Posteraro y Sanguinetti, 2014).  
Se han desarrollado PCRs que utilizan sondas de oligonucleótidos específicas para 
cada mutación en los genes FKS de cepas en cultivo puro, pero técnicamente este 
procedimiento es difícil de estandarizar (Sanguinetti y Posteraro, 2017). Por el contrario, las 
técnicas de PCR multiplex parecen ser herramientas más eficaces a la hora de detectar la 
resistencia a las candinas (Pham et al., 2014a; Zhao et al., 2016). Diversos autores, 
informaron de una concordancia de un 100% en la detección de mutaciones en los genes 
FKS1 y FKS2 en cerca de 200 aislados de C. glabrata (Zhao et al., 2016). Sin embargo, estas 
técnicas no se han podido validar aún para la detección de resistencia a azoles, debido a la 
complejidad de los mecanismos de resistencia y todavía no están disponibles de forma 
rutinaria en los laboratorios de microbiología (Pfaller, 2012). Teóricamente, la aplicación de 
técnicas moleculares directamente en muestras de sangre ofrece la posibilidad de detectar 
la presencia de determinados genes de resistencia a los antifúngicos, facilitando la elección 
del tratamiento más adecuado.  La Figura 9 muestra los tiempos de respuesta de los 
métodos aquí comentados.  
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Figura 9. Tiempos de respuesta de los diferentes métodos para el estudio de la sensibilidad a los 
antifúngicos en Candida spp. En gris, tiempo de respuesta de futuras aplicaciones. 
 
3.4.4. Resistencia antifúngica en C. glabrata. 
El desarrollo en la última década de antifúngicos menos tóxicos, incluyendo las 
candinas, ha promovido su utilización en profilaxis, tratamiento empírico y terapia dirigida, 
lo que ha llevado a un aumento de resistencia, así como a una alteración de la 
epidemiología, limitando las opciones terapéuticas y provocando un efecto devastador en el 
paciente infectado, siendo C. glabrata una de las especies más afectadas (Lortholary et al., 
2011; Alexander et al., 2013; Arendrup y Perlin, 2014; Fekkar et al., 2014). 
El desarrollo de resistencia antifúngica es un proceso complejo, que implica al 
huésped, a los antifúngicos y a los factores microbianos, teniendo como consecuencia el 
fallo terapéutico. Los pacientes más propensos a una falta de respuesta en el tratamiento 
son los inmunodeprimidos, ya que su respuesta inmune ante la infección es muy débil 
(Brown y Netea, 2012). Otros factores involucrados son el uso de catéteres permanentes, 
válvulas cardiacas artificiales y otros dispositivos implantados, que promueven la 
colonización del material en forma de biopelículas, siendo éstas menos accesibles a la 
penetración de los antifúngicos (Larkin et al., 2018). Además, los antifúngicos no llegan a 
alcanzar concentraciones terapéuticas adecuadas en algunas zonas del organismo, como el 
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abdomen y/o las mucosas, pudiendo actuar como reservorios ocultos de resistencia, sobre 
todo de C. glabrata resistentes a candinas (Shields et al., 2014; Jensen et al., 2015; Grau et 
al., 2015). Esto puede ser debido a que, en algunos casos, los fármacos que están altamente 
unidos a proteínas séricas, como las candinas, se pueden comportar como fungicidas in vitro 
y como fungistáticos in vivo (Kovacs et al., 2014). Uno de los factores principales que 
impulsan la aparición de resistencia, es la administración prolongada del antifúngico y el uso 
de antifúngicos como profilaxis (Thompson et al., 2008; Alexander et al., 2013; Beyda et al., 
2014). Sin embargo, para C. glabrata está descrito que cortos periodos de tiempo, tras el 
comienzo con el tratamiento, son suficientes para promover la aparición de resistencia a las 
candinas y posteriormente, estas cepas resistentes, puedan transferirse entre pacientes 
hospitalizados (Lewis et al., 2013; Alexander et al., 2013). 
Los mecanismos de resistencia microbiológica a un antifúngico pueden ser de dos 
tipos: primarios (intrínseca de una especie) o secundarios (adquiridos por cepas de una 
especie fundamentalmente sensible al antifúngico en cuestión). La resistencia primaria o 
intrínseca es una resistencia no adquirida, no relacionada con la exposición previa al 
antifúngico y es inherente a todos los representantes de una misma especie, favoreciendo el 
fallo clínico. Algunas de las especies de Candida, como C. glabrata, presentan una inherente 
falta de susceptibilidad a azoles (Pfaller y Diekema, 2004; Perlin et al., 2015). El tratamiento 
con fluconazol de infecciones invasoras por C. glabrata no se recomienda de inicio, y se 
reserva para desescalar usándolo siempre en dosis altas y cuando la CMI de la cepa sea <32 
mg/L (Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2016). La resistencia secundaria o adquirida se 
refiere a la adquisición del mecanismo de resistencia durante la exposición al tratamiento, 
aunque también se ha descrito que puede ocurrir en pacientes que no han recibido 
tratamiento antifúngico, debido a la transmisión paciente-paciente de microorganismos 
resistentes (Pinhati et al., 2016). Aunque la resistencia a antifúngicos es numéricamente 
baja, lo más habitual es que las cepas sean intrínsecamente resistentes (Pfaller et al., 2011c). 
Como se ha comentado, sin embargo, se está comunicando un aumento de resistencia a 
candinas (mecanismo secundario) en C. glabrata implicando fallo terapéutico y además, 
resistencia a los azoles (Alexander et al., 2013; Pham et al., 2014b; Beyda et al., 2014; 
Arendrup y Perlin, 2014; Cleveland et al., 2015). 
Normalmente, los mecanismos de resistencia implican una menor penetración del 
fármaco (o bien por baja permeabilidad o por extrusión a través de bombas de eflujo) (Perlin 
et al., 2015) o bien modificaciones en la diana de acción. Las bases moleculares de la 
resistencia son específicas para cada clase de antifúngicos. 
3.4.4.1. Resistencia a azoles en C. glabrata. 
El uso generalizado de los azoles, tanto en profilaxis como en tratamiento, ha 
conducido a un aumento de la resistencia a estos antifúngicos (Perlin, 2015b), siendo muy 
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notorio en especies diferentes de C. albicans (Ostrosky-Zeichner et al., 2017; Wiederhold, 
2017). Esto es preocupante, ya que el fluconazol es un fármaco barato y bien tolerado que 
se administra fácilmente por vía oral (Wiederhold, 2017). Diversos autores estadounidenses 
demostraron que la resistencia a fluconazol en C. glabrata aumentó en un periodo de diez 
años (2001-2010) del 18% al 30% (Alexander et al., 2013; Pfaller et al., 2012a). En ciertas 
áreas geográficas, como Estados Unidos de América y Bélgica, la resistencia global a los 
azoles en C. glabrata teniendo en cuenta, tanto aislados de sangre como de otros sitios 
anatómicos, fue del 7%-10% (Cleveland et al., 2012; Castanheira et al., 2017; Goemaere et 
al., 2018) mientras que en otros lugares superaron el 20% (Farmakiotis y Kontoyiannis, 
2017), lo que demuestra la variabilidad entre instituciones (Wiederhold, 2017). En España, 
según el estudio poblacional CANDIPOP (Guinea et al., 2014), la resistencia a fluconazol se 
encuentra entre un 6-7%, si bien es dependiente de la especie estudiada: C. albicans 
presentó una resistencia del 1,4% frente a C. glabrata con una tasa del 9,6%. Esta tasa de 
resistencia no es muy diferente (9,1%) de la comunicada en un estudio danés realizado en el 
periodo 2012-2015 (Astvad et al., 2017).  
La resistencia a los azoles descansa en distintos mecanismos moleculares, pudiendo 
ocurrir uno o varios simultáneamente, e implicar resistencias cruzadas entre los distintos 
azoles (Wiederhold, 2017). En el caso de C. glabrata, todos los genes implicados en la vía de 
síntesis del ergosterol y/o las bombas de eflujo están sobre-expresados en presencia de 
estos antifúngicos, lo que la convierte en una especie intrínsecamente menos sensible al 
fluconazol y con facilidad para adquirir resistencia en tratamientos prolongados (Bennett et 
al., 2004; Rodrigues et al., 2014). 
Los azoles actúan inhibiendo la enzima la 14-α-lanosterol desmetilasa, codificada por 
el gen ERG11. Se han descrito más de 140 mutaciones en este gen, pero solo algunas se han 
correlacionado con la aparición de resistencia a azoles al conferir cambios estructurales en el 
sitio activo de la enzima (Morio et al., 2010). Además, hay otros genes que podrían modificar 
la ruta metabólica del ergosterol, entre los que destaca el gen ERG3, que codifica una 
enzima desaturasa de la ruta y su sobre-expresión provoca una disminución del contenido 
de ergosterol en la membrana y un aumento de metabolitos intermedios tóxicos del 
ergosterol (Morio et al., 2017). Otras alteraciones en los genes ERG1, ERG6, ERG7 y ERG9 
que codifican distintas enzimas de la ruta de la síntesis del ergosterol, también han sido 
estudiadas y relacionadas con la resistencia a los azoles (Rodrigues et al., 2014). 
Alternativamente, la sobre-expresión de bombas de eflujo reduce la concentración 
intracelular de los azoles, y supone la causa más común de resistencia adquirida a los azoles, 
incluyendo C. glabrata (Sanguinetti et al., 2005). Hay dos clases de transportadores 
implicados, la súper familia de las ATP-binding cassette (ABC) y la súper familia de las Major 
Facilitator (MFS). Se han descrito muchos tipos de bombas de eflujo asociadas con la 
resistencia a azoles y en C. glabrata las más frecuentes pertenecen a la familia ABC, entre las 
que destacan CgCDR1, CgCDR2, CgPDH1 y CgSNQ2 (Sanglard et al., 1999; Vermitsky y Edlind, 
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2004; Torelli et al., 2008). El factor de transcripción CgPDR1 es el claramente más 
relacionado con la expresión de estas bombas (Vermitsky et al., 2006; Vale-Silva et al., 2016). 
Entre los transportadores de la familia de MFS en C. glabrata, los más estudiados son 
CgQdr2 y CgTpo (Costa et al., 2013; Costa et al., 2014).  
3.4.4.2. Resistencia a candinas en C. glabrata. 
El uso de candinas como terapia de primera línea disminuye la mortalidad de los 
pacientes con candidemia (Andes et al., 2012). Es por esto, que el conocimiento de la 
resistencia a candinas es particularmente relevante. En estudios de vigilancia, la prevalencia 
global de la resistencia a candinas en Candida spp. es baja, incluso en C. glabrata (Pfaller et 
al., 2013b; Marcos-Zambrano et al., 2014b; Guinea et al., 2014; Klotz et al., 2016; Da Matta 
et al., 2017; Mencarini et al., 2018). Sin embargo, en ciertas áreas de Estados Unidos de 
América y del norte de Europa, la resistencia en C. glabrata está aumentando (Zimbeck et 
al., 2010; Alexander et al., 2013; Pfaller et al., 2013b; Pham et al., 2014b; Perlin, 2015b; 
Vallabhaneni et al., 2015; Astvad et al., 2017). Estudios poblacionales en Estados Unidos de 
América demuestran que la proporción de aislados de C. glabrata causantes de candidemia 
resistentes aumentaron de un 4,9% a un 12,3% entre 2001 y 2010 y de un 4,2% en 2008 a un 
7,8% en 2014 (Alexander et al., 2013; Vallabhaneni et al., 2015), otro estudio también 
americano mostró tasas cercanas al 10% entre el 2005 y el 2013 (Farmakiotis et al., 2014) 
(Figura 10). En Europa se ha observado también un aumento de la resistencia en los últimos 
años; en Dinamarca no se registraron aislados resistentes durante el periodo 2004-2007, sin 
embargo durante el periodo de 2008-2012 se determinó una tasa del 1,4% llegando al 2,7% 
del 2012 al 2015 (Astvad et al., 2017) (Figura 10). Este problema se acrecienta en una 
especie como C. glabrata, ya que se acompaña a menudo de resistencia a azoles (Pfaller et 
al., 2013b; Alexander et al., 2013; Pham et al., 2014b). 
 
Figura 10. Incremento de la tasa de resistencia a las candinas en C. glabrata en los Estados Unidos de 
América y en el norte de Europa (Alexander et al., 2013; Farmakiotis et al., 2014; Vallabhaneni et al., 2015; 
Astvad et al., 2017). H; hospital. 
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Desde una perspectiva clínica este problema podría estar subestimado, debido a que 
los estudios de vigilancia se centran en aislados de Candida spp. causantes de candidemia 
(Arendrup y Perlin, 2014), o a que los métodos habituales para el diagnóstico de la 
candidemia y el posterior estudio de la resistencia no sean suficientemente sensibles para la 
detección de estas cepas resistentes. En un estudio donde se evaluaron cepas de la mucosa 
oral de pacientes posteriormente tratados con candinas, comparándolos con sus aislados 
sanguíneos, se detectaron altas tasas de resistencia (cercana al 22%) (Jensen et al., 2015). 
Del mismo modo, también se encontraron tasas altas de resistencia a las candinas en 
pacientes con candidiasis abdominal (Shields et al., 2014), llegando a observarse hasta en un 
40% de los pacientes que habían sufrido una cirugía o una perforación gastrointestinal, o 
una pancreatitis necrotizante (Cheng et al., 2014). Un estudio in vivo muestra que la 
resistencia a candinas en C. glabrata puede generarse en el tracto gastrointestinal, y de ahí 
que los mutantes puedan diseminarse a otras localizaciones, sobre todo en los pacientes 
inmunodeprimidos (Healey et al., 2017). Estos estudios sugieren la existencia de posibles 
reservorios en el ser humano como fuente de cepas resistentes a candinas.  
El único mecanismo en Candida spp. de resistencia a las candinas descrito hasta la 
fecha es la adquisición genética de mutaciones en los genes FKS ya que, estos antifúngicos, 
no son sustratos que utilicen transportadores de otras moléculas. Esto implica la no 
existencia de resistencia cruzada con los azoles (Niimi et al., 2006; Perlin, 2011).  
La presencia de mutaciones en los genes FKS, en cualquier especie de Candida, 
provoca una peor respuesta clínica al tratamiento (Shields et al., 2012; Beyda et al., 2014). 
Sin embargo, se han descrito casos de buena respuesta clínica a las candinas en pacientes 
infectados con aislados mutantes (Alexander et al., 2013; Beyda et al., 2014), por lo que se 
necesitan más estudios sobre este tema (Wiederhold, 2016). En candidemias producidas por 
cepas de C. glabrata resistentes a las candinas, se ha llegado a describir unas tasas de 
fracaso terapéutico de hasta un 80-90%. Además, en infecciones causadas por cepas 
sensibles en pacientes previamente expuestos a candinas, la respuesta clínica fue del 50% 
(Shields et al., 2012; Alexander et al., 2013; Shields et al., 2013a; Shields et al., 2013b). Hay 
autores que recomiendan la búsqueda de mutaciones para la detección de resistencia a 
candinas ya que puede ser más sensible que la determinación de la CMI (Shields et al., 2012; 
Wiederhold, 2017). 
Las CMIs elevadas, normalmente se correlacionan con sustituciones de aminoácidos 
en dos regiones específicas bien conservadas dentro de los genes FKS, denominados “Hot 
Spot 1” y “Hot Spot 2”, que conllevan una disminución de 50 a 3000 veces en la sensibilidad 
de la enzima glucano sintetasa al antifúngico, traduciéndose en una menor eficacia in vivo 
(García-Effron et al., 2009b; Arendrup et al., 2012). En C. glabrata, además de mutaciones 
puntuales, se han descrito deleciones y codones de parada tanto dentro como fuera de los 
“Hot Spot” (García-Effron et al., 2009a; Shields et al., 2012; Alexander et al., 2013; Pham et 
al., 2014b; Dudiuk et al., 2014) (Figura 11). 
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Figura 11. Las regiones conservadas “Hot Spot” (HS) de C. glabrata con sus cebadores para amplificar 
parte del gen FKS1 y FKS2. Adaptado de la literatura (Park et al., 2005; Arendrup y Perlin, 2014). 
 
En la mayoría de los casos se encuentra solamente una mutación en uno de los dos 
“Hot Spot” en un gen FKS. Sin embargo, se han detectado alteraciones fuera de estos “Hot 
Spot” en los dos genes (FKS1 y FKS2); incluso hay cepas que contienen varias mutaciones a la 
vez, tanto dentro como fuera de los “Hot Spot” (Castanheira et al., 2014; Pfaller et al., 
2014b). En todas las especies de Candida estas sustituciones se manifiestan en el gen FKS1, 
exceptuando C. glabrata, que también se suelen manifestar en el gen FKS2 (Perlin, 2007; 
Katiyar et al., 2012; Arendrup y Perlin, 2014; Arendrup et al., 2014). En la Tabla 3 se presenta 
la secuencia aminoacídica de los “Hot Spot” de los genes FKS1 y FKS2 de C. glabrata y los 
diferentes grados de resistencia que confiere la sustitución de un determinado aminoácido 
ya que, se ha demostrado que la CMI de las candinas va a depender de la sustitución del 
aminoácido y de la especie afectada (Perlin, 2007; García-Effron et al., 2009a; García-Effron 
et al., 2009b; Arendrup et al., 2011b; Arendrup y Perlin, 2014).  
 
Tabla 3. Secuencias de aminoácidos del “Hot Spot 1” y “Hot Spot 2” de los genes FKS1 
y FKS2 de C. glabrata, indicando las posiciones asociadas con la resistencia (Perlin, 2007; 
Arendrup y Perlin, 2014). 
FKS1 FKS2 
“Hot Spot 1” “Hot Spot 2” “Hot Spot 1” “Hot Spot 2” 
F*6 2 5L I L S L R D P  D1 3 4 0W V R R Y T L  F*6 5 9L I L S L R D P  D1 3 7 4W I R R Y T L  
Sustituciones que confieren diferente grado de resistencia: rojo (resistencia fuerte), verde (resistencia 
débil) y azul (mutación silenciosa); *deleción. 
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En todas las especies, la elevación de la CMI más significativa se encuentra en el 
primer y quinto aminoácido (fenilalanina y serina) del “Hot Spot 1” del gen FKS1 o FKS2, 
considerándolas como alteraciones que confieren una resistencia fuerte a candinas       
(Tabla 3). En cambio, otras sustituciones pueden conferir una resistencia débil con CMIs 
menos elevadas, pudiendo presentar respuesta al tratamiento con candinas (Perlin, 2011). 
En C. glabrata, las alteraciones más frecuentes se encuentran en el gen FKS2 (García-Effron 
et al., 2009a; Katiyar et al., 2012) y la sustitución aminoacídica más frecuente (>50%) que 
provoca falta de respuesta clínica es la que involucra a la serina de la quinta posición del 
“Hot Spot 1” del gen FKS2 (S663) (García-Effron et al., 2009a). Otras alteraciones en el “Hot 
Spot 1”, aunque menos frecuentes, también provocan fallo clínico: S629 en el gen FKS1 y la 
F659 en el gen FKS2 (Cowen et al., 2014). 
Se postula que los genes FKS1 y FKS2 en C. glabrata son funcionalmente 
redundantes, ya que se pueden producir mutaciones en cualquiera de los dos (Katiyar et al., 
2012). Sin embargo, el gen FKS3 en C. glabrata alberga sólo mutaciones silenciosas y se 
expresan a un bajo nivel en comparación con los demás, por lo que no parece tener 
influencia en el fenotipo de resistencia (García-Effron et al., 2009a).  
En general, los aislados que poseen alteraciones en los genes FKS con una elevada 
CMI a cualquier candina, pueden conferir resistencia cruzada entre ellas, imposibilitando su 
uso clínico (Arendrup et al., 2014). Sin embargo, se han descrito aislados de C. glabrata con 
mutaciones en los genes FKS que tienen diferentes grados de elevación de la CMI, menos 
elevada a micafungina que a anidulafungina y caspofungina (Arendrup et al., 2011c). Por 
otra parte, un estudio in vivo ha demostrado que aislados de C. glabrata con una CMI 
ligeramente elevada a micafungina responde igual al tratamiento con micafungina que un 
aislado de tipo salvaje (Arendrup et al., 2012). Además, en C. glabrata se observó que la 
deleción F659 confiere resistencia a las tres candinas y la sustitución F659S, en la misma 
posición que la alteración anterior, proporciona resistencia solo a dos, anidulafungina y 
caspofungina, mientras que la CMI de la micafungina permanece sin cambios (Arendrup y 
Perlin, 2014). Estas observaciones plantean la cuestión de si la micafungina es más eficaz 
sobre los aislados de C. glabrata con algunas mutaciones en el gen FKS que las otras dos 
candinas. 
3.4.4.3. Resistencia a anfotericina B en C. glabrata. 
Se han publicado casos de reducción de la sensibilidad a la anfotericina B en aislados 
clínicos de C. glabrata mediante alteraciones en la vía del ergosterol, que involucran a los 
genes ERG2 y ERG6; sin embargo, la resistencia adquirida a este antifúngico en las especies 
de Candida es poco frecuente (Vandeputte et al., 2008; Hull et al., 2012). La presencia de 
mutaciones en el gen ERG2 da lugar a resistencia cruzada con los azoles (Morio et al., 2017). 
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3.4.4.4. Multirresistencia en C. glabrata. 
Las implicaciones clínicas de la multirresistencia en C. glabrata son preocupantes, ya 
que las opciones para tratar este tipo de infecciones son muy limitadas y las guías 
proporcionan pocas recomendaciones (Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2016). La tasa de 
fracaso clínico aumenta en pacientes con infecciones por C. glabrata multirresistentes 
(Thompson et al., 2008; Lewis et al., 2013) y se sugiere el uso de anfotericina B 
conjuntamente con un buen control del foco de la infección (Alexander et al., 2013). 
Las estrategias para evitar la aparición y la promoción de este tipo de aislados son 
críticas. Es necesario el control de la fuente de infección (abdominal, dispositivos, etc.) para 
poder disminuir la carga fúngica y así eliminar las células persistentes que pudieran 
desarrollar tolerancia a los fármacos con el tiempo (Perlin, 2015a; Perlin, 2015b). Además, 
los antifúngicos no deben administrarse más tiempo del necesario y se deben administrar 
dosis que eviten llegar a concentraciones subterapéuticas en el lugar de infección, con la 
consiguiente promoción de resistencia (Arendrup y Patterson, 2017). La profilaxis, siendo 
necesaria en pacientes de alto riesgo, debe ser administrada de forma racional, máxime en 
un momento en el que el número de pacientes expuestos aumentará como consecuencia de 
la entrada de las formulaciones genéricas de las candinas (Arendrup y Patterson, 2017; 
Healey y Perlin, 2018). Por último, el uso de fluconazol tanto en el medio hospitalario como 
en atención primaria, requiere una reflexión como potencial fuente de generación de 
resistencia. 
La definición de multirresistencia para hongos patógenos se ha adaptado de las 
definiciones establecidas para bacterias por el CDC y ECDC (centro europeo y americano de 
prevención y control de enfermedades), ya que las opciones terapéuticas para tratar 
infecciones sistémicas por hongos son más limitadas que en el caso de infecciones 
bacterianas. En ausencia de una definición estándar para Candida spp., la multirresistencia 
se define como un aislado no sensible a uno o más agentes de dos o más clases de 
antifúngicos, la multirresistencia extrema se define como un aislado no sensible a uno o 
más agentes de tres o más clases de antifúngicos y la panrresistencia se define como un 
aislado no sensible a ningún antifúngico (Arendrup y Patterson, 2017). 
Aunque la multirresistencia es poco frecuente (Morio et al., 2017), en los últimos 
años se ha descrito un aumento específicamente en aislados de C. glabrata resistentes a 
fluconazol y a candinas (Alexander et al., 2013; Perlin, 2015b; Arendrup y Patterson, 2017). 
En los estudios de vigilancia SENTRY, donde se estudian un número elevado de cepas de C. 
glabrata causantes de candidemia procedentes de distintos centros estadounidenses, no se 
observó resistencia a candinas ni a fluconazol entre los años 2001 y 2004 (Pfaller et al., 
2011b). Sin embargo, entre 2006-2010 un 11% de las cepas de C. glabrata que fueron 
resistentes a fluconazol también lo fueron a una o varias candinas (Pfaller et al., 2012b). 
Otro estudio estadounidense informó durante el periodo 2001-2010, que un 14% de cepas 
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de C. glabrata resistentes a fluconazol fueron resistentes a una o más candinas (Alexander et 
al., 2013). Otros autores americanos, tras el análisis de aproximadamente 1.400 aislados de 
C. glabrata durante el periodo 2008-2013, registraron una alta tasa de resistencia, un 36% 
de los aislados eran resistentes a candinas y a fluconazol (Pham et al., 2014b). 
La base genética de la rápida aparición de la resistencia en C. glabrata a múltiples 
antifúngicos sigue siendo desconocida, pero muchos autores sugieren que podría deberse a 
su estado haploide, ya que le permite adquirir mutaciones de una forma más plástica que a 
las especies diploides (Arendrup y Perlin, 2014; Perlin, 2014; Shields et al., 2014). Un 
mecanismo descubierto recientemente en cepas de C. glabrata que podría aportar luz a esta 
cuestión, son los sistemas de reparación del ADN (Healey et al., 2016). Estos sistemas 
corrigen los errores realizados por la ADN polimerasa, suprimiendo así la aparición de 
mutantes. Sin embargo, se ha detectado que alteraciones en los genes de estas vías de 
reparación, por ejemplo en el gen MSH2, promueven el desarrollo de resistencia antifúngica, 
dando lugar a un fenotipo mutador en C. glabrata y en diferentes patógenos (Legrand et al., 
2007; Healey et al., 2016; Boyce et al., 2017). En C. glabrata, según un estudio reciente, las 
cepas con alteraciones en el gen MSH2 son significativamente más propensas a producir 
mutantes de manera más rápida a múltiples fármacos, como el fluconazol, las candinas y la 
anfotericina B (Healey et al., 2016). Este hallazgo podría ser más relevante en poblaciones 
donde la profilaxis y el tratamiento con antifúngicos se utiliza de forma más liberal, ya que 
en estas situaciones se observa una mayor prevalencia de cepas multirresistentes (Healey et 
al., 2016). Sin embargo, existen discrepancias al respecto ya que, otros autores no 
encontraron una correlación entre la presencia de mutaciones en el gen MSH2 y la 
resistencia antifúngica (Dellière et al., 2016; Hou et al., 2018; Byun et al., 2018; Singh et al., 
2018). Cabe destacar que no todas las mutaciones en el gen MSH2 conducen a un aumento 
de mutantes in vitro, hay ciertos polimorfismos que sí se han asociado con una posible 
adquisición de resistencia como P208S/N890I, E231G/L269F y V239L, en cambio otros, como 
E7K, E456D y E459K no se han asociado a resistencia (Healey et al., 2016; Dellière et al., 
2016; Singh et al., 2018). Sin embargo, un estudio reciente que utiliza datos de 
secuenciación del genoma completo en C. glabrata sugiere que estas mutaciones en el gen 
MSH2 son polimorfismos naturales de este gen (Carreté et al., 2018). Estudios preliminares 
muestran que otros mecanismos adicionales involucrados en las vías de reparación, como el 
gen PMS1 y MSH6, son causantes de producir mayores frecuencias de resistencia antifúngica 
in vitro (Healey y Perlin, 2018). Estos defectos en la reparación del ADN podrían ser un 
mecanismo evolutivo de C. glabrata para generar una mayor diversidad genética entre las 
cepas colonizadoras con el fin de conseguir una mejor adaptación a su entorno, aunque las 
consecuencias de la diversidad genética en la colonización, infección y resistencia no se 
conocen exactamente (Healey y Perlin, 2018). 
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Es posible que otros genes involucrados en la resistencia, o la combinación de varios 
entren en juego en esta especie, y el gen MSH2 solo sea una de las piezas dentro de un gran 
complejo de mecanismos y/o rutas moleculares (Tabla 4).  
Tabla 4. Genes de C. glabrata implicados en la resistencia a antifúngicos. Adaptado 
de la literatura (Rodrigues et al., 2014). 
Gen Función Referencias 
ERG Síntesis del ergosterol 
(Morio et al., 2010; Rodrigues et al., 2014; 
Morio et al., 2017) 
CDR1-2 
Transportadores ABC 
(Sanglard et al., 1999; Vermitsky y Edlind, 
2004; Vermitsky et al., 2006; Torelli et al., 
2008;  Vale-Silva et al., 2016) 
PDH1 
SNQ2 
PDR1 
QDR2 
Transportadores MFS (Costa et al., 2013; Costa et al., 2014) 
TPO 
FKS1-2 Síntesis del β-1,3-D-glucano 
(Niimi et al., 2006; Perlin, 2011; Shields et 
al., 2012; Arendrup et al., 2012; Alexander 
et al., 2013; Shields et al., 2013a; Shields et 
al., 2013b; Beyda et al., 2014; Wiederhold, 
2017)  
MSH2 Reparación del ADN (Healey et al., 2016) 
HSP90 Protección estrés celular 
(Cowen y Steinbach, 2008; Singh-Babak et 
al., 2012; Cowen et al., 2014) 
EPA Adhesión y formación de biopelículas 
(Cormack et al., 1999; De Las Peñas et al., 
2003)  
SIR y RIF Formación biopelículas (Cormack et al., 1999) 
BCR1 Regulador de biopelículas (Gutierrez-Escribano et al., 2012) 
 
Aunque se va avanzando en el estudio de estos mecanismos, todavía hay aspectos sin 
resolver en la literatura. La mayoría de los estudios están sesgados por el bajo número de 
aislados de C. glabrata invasivos estudiados, por el escaso número de cepas que adquieren 
resistencia secundaria tanto in vitro como in vivo, y por la ausencia del correlato clínico y el 
pronóstico de los pacientes afectados por C. glabrata con mutaciones en el gen MSH2. Por lo 
que sería interesante profundizar en estos aspectos.   
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3.4.4.5. Promoción de resistencia secundaria in vitro en C. glabrata. 
A pesar de que las candinas llevan utilizándose durante años y en la actualidad son de 
elección para el tratamiento de las infecciones invasivas producidas por Candida spp., 
existen pocos estudios que demuestren el desarrollo de resistencia secundaria in vitro a 
estos antifúngicos (Bartizal et al., 1997; Balashov et al., 2006; Locke et al., 2016; Shields et 
al., 2018). 
En el estudio en el que se testó la actividad de SCY-078 frente a aislados sensibles de 
C. glabrata expuestos a concentraciones crecientes del antifúngico, se observó la aparición 
de aislados espontáneos con mutaciones en los genes FKS, resistentes a este fármaco y a las 
candinas (Jiménez-Ortigosa et al., 2017). La nueva candina CD101, ha demostrado un bajo 
potencial de desarrollo de resistencia, similar a las otras candinas (Locke et al., 2016).  
Se ha informado de la coexistencia de células sensibles y células resistentes, aunque 
en menor proporción, fenómeno denominado heterorresistencia. Este hecho puede tener 
un impacto clínico negativo al comportar una población de células clonales, en la cual las 
cepas resistentes no son detectadas por las pruebas rutinarias (Healey y Perlin, 2018). La 
heterorresistencia a fluconazol es bien conocida y puede explicar la mayor tasa de 
resistencia de C. glabrata a fluconazol tras su exposición al fármaco (Ben-Ami et al., 2016).  
Existen algunos parámetros específicos adaptados de los antibacterianos para ayudar 
en la optimización del tratamiento, minimizar la aparición de mutantes y entender el fracaso 
clínico. Estos conceptos no están bien estudiados en levaduras, si bien podrían ayudar a 
entender mejor la resistencia en C. glabrata. Se trata de la concentración preventiva de 
mutantes (mutant prevention concentration; MPC) y la ventana de selección de mutantes 
(mutant selection window; MSW) (Zhao y Drlica, 2001; Drlica, 2003). La MPC es la 
concentración de antifúngico donde la probabilidad de encontrar mutantes es baja, por lo 
que se podría utilizar como medida de sensibilidad ya que, concentraciones por encima de la 
MPC inhibiría la aparición de resistencia. La MSW es el rango de concentraciones 
comprendidas entre la CMI y la MPC, donde se promueve o se selecciona la población 
resistente (Zhao y Drlica, 2001) (Figura 12 y Figura 13). 
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Figura 12. Representación de los parámetros MPC y la MSW y curva farmacocinética del fármaco a lo 
largo del tiempo. Dependiendo de cuál sea la concentración máxima (Cmax) alcanzada por el fármaco se 
observan tres situaciones: A, la Cmax se encuentra por debajo de la CMI por lo tanto, ni se inhibe el crecimiento 
de la mayoría de las cepas ni apenas se selecciona la subpoblación resistente; B, la Cmax se encuentra en la 
MSW, por lo que las cepas sensibles son inhibidas y la subpoblación resistente puede ser seleccionada; C, la 
Cmax es superior a la MPC, donde la inhibición de la población sensible es total y no hay opciones de aparición 
de mutantes. Adaptado de la literatura (Cantón y Morosini, 2011). 
 
 
Figura 13. Ejemplo para el cálculo de la MPC de un fármaco dado. Un volumen determinado de un 
inóculo elevado (109-1010 UFC/mL) de la cepa a estudiar se siembra directamente en placas de agar con 
diferentes concentraciones de un fármaco; tras su incubación, la concentración más baja del fármaco donde no 
se observe crecimiento corresponde a la MPC.  
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La MPC debe tenerse en cuenta junto con los parámetros farmacocinéticos del 
antifúngico, ya que las dosis que conduzcan a concentraciones tisulares por encima de la 
MPC podrían causar toxicidad al paciente y no necesariamente mayor efectividad (Croisier et 
al., 2004; Firsov et al., 2006; Drlica y Zhao, 2007). Además de lo comentado, la combinación 
de varios antifúngicos podría ayudar a minimizar la selección de aislados resistentes, tal y 
como se ha demostrado para los antibacterianos (Cantón y Morosini, 2011). 
Los hongos poseen mecanismos adaptativos, entre los que destaca la aparición de 
tolerancia frente a la presencia de tóxicos celulares, como son los antifúngicos. Entre estos 
fenómenos, se encuentra el llamado “efecto paradójico” que consiste en el crecimiento de 
las levaduras en presencia de elevadas concentraciones de candinas (Stevens et al., 2004). 
Este efecto no está asociado con mecanismos de resistencia a candinas ya que, las cepas que 
presentan este efecto son susceptibles a estos fármacos; la frecuencia con la que C. glabrata 
muestra este efecto es baja (Stevens et al., 2005; Perlin, 2011; Marcos-Zambrano et al., 
2017a). La proteína Hsp90 (heat-shock protein 90) y la calcineurina, son dos reguladores 
críticos a la hora de responder al estrés producido por fármacos (azoles y equinocandinas) 
(Cowen y Steinbach, 2008; Singh-Babak et al., 2012; Cowen et al., 2014), por lo que su 
inhibición podría ser una estrategia para mejorar la eficacia de los antifúngicos (Perlin et al., 
2015).  
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3.5. Caracterización genotípica.  
Las técnicas de tipado molecular permiten conocer el genotipo de los aislados y 
consecuentemente la relación genética entre ellos. La caracterización genotípica de los 
aislados clínicos de C. glabrata, pueden ayudar a esclarecer el origen de la infección y 
detectar la transmisión entre los distintos servicios hospitalarios originando brotes, lo que 
permite además, mejorar su prevención y control (Escribano et al., 2018). Las técnicas que 
han demostrado mayor poder de discriminación en C. glabrata son el multilocus (multilocus 
sequence typing - MLST) y los marcadores microsatélites (simple tandem repeats - STR) 
(Dodgson et al., 2003; Foulet et al., 2005; Grenouillet et al., 2007; Abbes et al., 2012). La 
técnica de MLST en C. glabrata consiste en la secuenciación de seis genes constitutivos o 
“house-keeping”, cuyas secuencias se comparan con bases de datos informatizadas para 
definir una secuencia tipo (ST) (Dodgson et al., 2003). Los microsatélites son regiones 
conservadas, formadas por dos o más nucleótidos (hasta un máximo de seis) repetidos en 
tándem, distribuyéndose uniformemente a lo largo del genoma. En C. glabrata se han 
diseñado múltiples marcadores, si bien no hay consenso sobre cuáles son los más 
discriminativos (Foulet et al., 2005; Grenouillet et al., 2007; Brisse et al., 2009; Enache-
Angoulvant et al., 2010; Berila y Subik, 2010; Abbes et al., 2012).  
Además de la aplicabilidad del genotipado para realizar estudios epidemiológicos, en 
los últimos años se ha sugerido, en el caso de C. glabrata, que existe una asociación entre el 
genotipo y las alteraciones en el gen MSH2, supuestamente relacionadas con la adquisición 
de resistencia (Dellière et al., 2016; Hou et al., 2018; Byun et al., 2018). Sin embargo se 
necesitan estudios adicionales, probablemente incluyendo la secuenciación del genoma 
completo, para confirmar este hecho.  
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3.6. Patogenicidad de C. glabrata: factores de virulencia 
Se ha supuesto que las levaduras contribuían pasivamente en el proceso de 
patogénesis infeccioso. Como consecuencia, la predisposición del paciente 
inmunodeprimido se consideró el único factor responsable de la infección oportunista. Hoy 
en día, se considera que el patógeno también juega un papel relevante en la fisiopatología 
de la enfermedad (Tamura et al., 2007; Silva et al., 2012). La patogenicidad de Candida spp. 
se atribuye a factores de virulencia, como la capacidad de evadir las defensas del huésped 
mediante formas filamentosas, la capacidad de adherencia, la capacidad de formación de 
biopelículas (tanto en el huésped como en dispositivos externos) y la producción de enzimas 
hidrolíticas (Tamura et al., 2007; Silva et al., 2012). 
3.6.1. Acondicionamiento físico o “Fitness”. 
El “fitness” también favorece la capacidad de adaptación y de invasión de las células 
fúngicas. La virulencia está vinculada a la capacidad de dividirse y por tanto al crecimiento, 
estudiado a través de los parámetros cinéticos mediante curvas de densidad óptica in vitro, 
especialmente la velocidad de crecimiento. Además, las curvas de crecimiento permiten la 
medición de parámetros cinéticos sugiriendo alteraciones en el “fitness” entre las diferentes 
especies de Candida (Ben-Ami et al., 2011). Algunas cepas clínicas de C. albicans resistentes 
a las candinas (S645P o S645F) presentan peor “fitness” ya que, su velocidad de crecimiento 
es menor que la de sus respectivas cepas salvajes (Ben-Ami et al., 2011). A día de hoy, este 
sigue siendo aún un tema controvertido y son necesarios estudios de parámetros cinéticos 
con un mayor número de cepas sensibles y resistentes a los antifúngicos. 
3.6.2. Modelos animales para el estudio de la virulencia. 
Distintos modelos animales se han empleado para estudiar la función del sistema 
inmune del huésped a la hora de combatir las infecciones por Candida spp., contribuyendo 
al mejor conocimiento de la interacción patógeno-hospedador. Los modelos de referencia 
son los animales vertebrados, concretamente el modelo murino. Sin embargo, este modelo 
tiene desventajas, como el alto coste y unas cuestiones éticas relacionadas con su 
manipulación, por lo que se han buscado alternativas en los últimos años. El modelo 
invertebrado de Galleria mellonella, (Lepidóptera: Pyralidae, gusano de la miel) es el que 
proporciona más beneficios, en comparación con otros modelos, para el estudio de la 
virulencia en cepas de Candida spp. (Borghi et al., 2014b; Marcos-Zambrano et al., 2017c). 
Diversas características del modelo, como las siguientes, lo convierten en un gran candidato 
para el estudio de la infección en Candida spp. Es un método de fácil manipulación y 
económico, lo que permite un ensayo con un gran número de larvas y por consiguiente un 
aumento del poder estadístico. Tiene una alta correlación con los modelos vertebrados ya 
que, su respuesta inmunitaria es muy parecida a la de los mamíferos. El inóculo de infección 
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es fácil de controlar, por ello es sencilla la monitorización de la infección. Además, la 
incubación de la larva es posible a 37 °C, lo que permite el estudio de la virulencia a la 
temperatura del cuerpo humano (Brennan et al., 2002; Fuchs et al., 2010; Browne et al., 
2013; Binder et al., 2016; Frenkel et al., 2016; Wojda, 2017; Ames et al., 2017). El modelo de 
G. mellonella actualmente se ha utilizado para correlacionar la producción de biopelícula in 
vivo/in vitro (Borghi et al., 2014b; Rajendran et al., 2015a). 
3.6.3. Biopelículas. 
La biopelícula fúngica es una estructura biológica ordenada, tridimensional, dinámica 
y compleja que consiste en una red de células adheridas en el interior de una matriz 
extracelular de lípidos, polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos (D'Enfert, 2006; Perlin et 
al., 2015) y esta matriz es la que las distingue de las células planctónicas, aportándole 
numerosas ventajas (Cowen et al., 2014). Las levaduras forman biopelículas fácilmente bajo 
una amplia variedad de factores ambientales [pH, temperatura, osmolaridad, la presencia de 
bacterias, el medio circundante (orina, sangre, saliva y mucosidad), la presencia de fármacos 
e inmunidad del huésped] (Kumamoto, 2002; Rodrigues et al., 2014). De hecho, pueden ser 
responsable de hasta el 65% de todas las infecciones microbianas humanas (Mah y O'Toole, 
2001). La capacidad de formar biopelículas puede conferir en Candida spp. una ventaja de 
supervivencia ya que, ayuda a evadir los mecanismos inmunitarios del huésped y a resistir el 
tratamiento antifúngico y la presión competitiva de otros microorganismos. Además, puede 
ser responsable de la buena adaptación a la colonización de tejidos y dispositivos externos, a 
pesar de que por ejemplo, C. glabrata no es capaz de formar filamentos (Silva et al., 2010; 
Rodrigues et al., 2014).  
La matriz extracelular en Candida spp. está compuesta mayoritariamente por 1,3-β-
D-glucano, que es capaz de secuestrar a los antifúngicos, disminuyendo su concentración 
efectiva a nivel de la membrana y provocando que la biopelícula sea difícil de erradicar 
(Mitchell et al., 2013). Estas condiciones podrían favorecer la selección de aislados 
resistentes, actuando como reservorios y aumentando la probabilidad de entrar en el 
torrente circulatorio y causar infecciones sistémicas (Perlin, 2014; Perlin, 2015a). Diferentes 
mecanismos pueden ser responsables de la resistencia de las biopelículas en C. glabrata, 
como la alta densidad de células dentro de la biopelícula, la disminución de la tasa de 
crecimiento, la limitación de nutrientes, la presencia de fenotipos variables conocidas como 
células persistentes o latentes y la expresión de genes de resistencia, tanto de bombas de 
eflujo como modificaciones en la vía de biosíntesis del ergosterol (Rodrigues et al., 2014; 
Morio et al., 2017). La densidad celular es un factor importante para la resistencia 
antifúngica ya que, en las biopelículas densas, existe una cooperación entre las células 
denominado “quorum sensing”, que permite a la matriz organizarse, comunicarse y 
coordinar su comportamiento mediante la secreción de moléculas de señalización (Ramage 
et al., 2012). Las biopelículas de Candida spp. son intrínsecamente resistentes a los azoles, 
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involucrando mecanismos multifactoriales, como la inducción de bombas de eflujo y el 
secuestro del fármaco dentro de la estructura extensa de la matriz (Kumamoto, 2002; 
Mukherjee et al., 2003; Ramage et al., 2009). Sin embargo, las candinas que inhiben la 
síntesis de glucano componente fundamental de la matriz extracelular, junto a la 
anfotericina B, poseen actividad anti-biopelícula (Kuhn et al., 2002; Perlin, 2011). 
La biomasa y la viabilidad de las biopelículas pueden cuantificarse mediante 
diferentes métodos microbiológicos, químicos, físicos, moleculares y microscópicos (Azeredo 
et al., 2017). Los métodos metabólicos son los mejores candidatos para la cuantificación de 
la viabilidad de las células ya que, sin requerir mucha manipulación de la muestra se pueden 
detectar productos metabólicos producidos por ellas. Es un método indirecto, por lo que se 
necesitan indicadores para la detección de la actividad metabólica, entre los que destaca la 
sal de tetrazolio (XTT), que mediante su reducción por parte de las células metabólicamente 
activas, da lugar a un producto que se puede medir espectrofotométricamente (Pierce et al., 
2008). Otro método para cuantificar la biopelícula es el estudio de la biomasa, mediante la 
cuantificación del grosor y la estructura de la matriz. El método más común es la tinción con 
cristal violeta, que consta de una medición de forma indirecta de la adsorción de este 
colorante por parte de las células que conforman la biopelícula (O'Toole, 2011; Azeredo et 
al., 2017). Ambos parámetros son complementarios ya que, la medición del XTT aporta una 
idea de viabilidad de las células y el cristal violeta da una idea del grosor de la biopelícula 
(Marcos-Zambrano et al., 2014a). 
Se sabe que no todas las especies de Candida tienen la misma capacidad de producir 
biopelículas, existiendo diferencias tato inter como intra-especie (Marcos-Zambrano et al., 
2014a). Las biopelículas de C. glabrata muestran la mayor actividad metabólica en 
comparación con otras especies de Candida ya que, tienen cantidades más altas de 
proteínas y carbohidratos (en algunos casos, cinco veces mayor); por contra, es la especie 
con menor producción de biomasa (Silva et al., 2010; Rodrigues et al., 2014; Marcos-
Zambrano et al., 2014a). 
Se necesitan estudios adicionales sobre la patogenicidad de estos mutantes FKS de C. 
glabrata (capacidad para producir biopelículas, curvas de crecimiento y virulencia), en 
comparación con los aislados salvajes. 
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La infección fúngica invasora, concretamente la candidemia, ha aumentado 
significativamente en las últimas décadas y junto a su alta morbi-mortalidad, hace necesario 
el estudio exhaustivo de las características tanto de los pacientes infectados como de los 
patógenos que la causan. 
El tratamiento de elección para estas infecciones son los azoles y las candinas, 
siendo estas últimas las recomendadas como primera elección por presentar mayor eficacia 
clínica y por su mejor perfil farmacocinético. La especie más frecuente y más sensible a los 
antifúngicos es C. albicans. Sin embargo, desde hace algún tiempo, la epidemiología de la 
candidemia está cambiando y la incidencia de C. glabrata está aumentando notoriamente, 
incluso a costa de C. albicans. Además, en ciertas áreas geográficas a ambos lados del 
océano Atlántico, se está describiendo un aumento significativo de la tasa de resistencia a 
candinas en esta especie provocando una alerta clínica ya que, imposibilita instaurar el 
tratamiento de primera línea y añade complicación al manejo terapéutico por su intrínseca 
sensibilidad reducida a los azoles. Recientemente, se ha demostrado que algunos santuarios 
biológicos, como el abdomen o las mucosas, donde las candinas no llegan a alcanzar 
concentraciones terapéuticas adecuadas, pueden actuar como reservorios ocultos de cepas 
de C. glabrata resistentes a estos antifúngicos. En España, la tasa de resistencia a candinas 
en C. glabrata comunicada hasta la fecha es baja y aunque no parece que vaya en aumento, 
la presión antifúngica sobre un patógeno proclive a desarrollar resistencia secundaria 
supone una continua amenaza en un momento en el que las candinas pasen a ser fármacos 
genéricos, cuyo uso seguramente aumentará. 
Existen algunas carencias en la literatura médica sobre el tema planteado. Se 
requieren estudios que clarifiquen: i) el desarrollo de resistencia secundaria a 
equinocandinas en C. glabrata tras exposición a estos fármacos in vitro y los mecanismos 
moleculares que puedan estar involucrados en la adquisición de resistencia; ii) estudios de 
los parámetros cinéticos de crecimiento en cepas de C. glabrata salvajes y resistentes; iii) 
evaluación de técnicas rápidas de detección de resistencia a candinas. En esta tesis se ha 
pretendido dar luz a estos interrogantes. 
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La siguiente tesis se organiza en tres capítulos, cuyos objetivos concretos se listan a 
continuación: 
 
Capítulo I: Adquisición in vitro de resistencia secundaria a equinocandinas en 
aislados de C. glabrata causantes de candidemia y mecanismos moleculares implicados. 
1. Estudiar la capacidad de cepas de C. glabrata para adquirir resistencia secundaria a 
equinocandinas tras exposición in vitro a concentraciones crecientes y constantes de 
micafungina. 
2. Calcular la concentración preventiva de mutantes, la ventana de selección de 
mutantes y la frecuencia de mutación a micafungina y anidulafungina en cepas de C. 
glabrata. 
3. Comparar los parámetros cinéticos de crecimiento y la virulencia entre cepas 
salvajes y cepas resistentes a las equinocandinas de C. glabrata productoras de candidemia. 
4. Evaluar la relación entre la secuencia del gen MSH2 en cepas de C. glabrata 
causantes de candidemia con el genotipo obtenido mediante dos técnicas de genotipado 
(microsatélites y MLST), la posible adquisición de resistencia secundaria in vitro e in vivo, y el 
pronóstico del paciente. 
 
Capítulo II: Determinación de parámetros cinéticos de crecimiento in vitro en 
aislados de Candida spp. causantes de candidemia. 
5. Determinar los parámetros cinéticos de crecimiento en aislados clínicos de 
diferentes especies de Candida para estudiar diferencias inter-especie, intra-especie, y entre 
cepas de C. glabrata sensibles y resistentes a equinocandinas. 
6. Análisis de la cinética de crecimiento de Candida spp. a lo largo del tiempo de 
incubación con objeto de adelantar la obtención de los resultados de sensibilidad 
antifúngica. 
 
Capítulo III: Detección rápida de resistencia a equinocandinas en Candida spp.  
7. Evaluar el papel del Etest® y de las placas de agar con anidulafungina realizados 
directamente sobre hemocultivos, para la detección de resistencia a las equinocandinas en 
Candida spp., y específicamente en situaciones de coexistencia de cepas de C. glabrata 
sensibles y resistentes. 
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6.1. CAPÍTULO I: Adquisición in vitro de resistencia secundaria a 
equinocandinas en aislados de C. glabrata causantes de candidemia y 
mecanismos moleculares implicados. 
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Capítulo I 
6.1.1. Artículo 1: In vitro exposure to increasing micafungin concentrations easily 
promotes echinocandin resistance in Candida glabrata isolates. 
El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de C. glabrata para desarrollar 
resistencia secundaria a las equinocandinas tras la exposición in vitro a concentraciones 
crecientes de micafungina. 
Cinco aislados de C. glabrata sensibles a las equinocandinas se expusieron a 
diferentes concentraciones de micafungina (desde 0,031 mg/L hasta 2 mg/L) sobre placas de 
agar. La sensibilidad antifúngica determinada mediante EUCAST (micafungina, 
anidulafungina y fluconazol) y la secuencia de los genes FKS fueron estudiadas tras la 
exposición sobre placas con concentraciones crecientes de micafungina (exposición 
progresiva) o la siembra directa en placas con diversas concentraciones de fármaco. 
La exposición progresiva condujo a elevaciones de las CMIs de micafungina y 
anidulafungina a medida que se aumentaron las concentraciones de micafungina en las 
placas. Todos los aislados se volvieron resistentes a una o ambas equinocandinas en 
presencia de bajas concentraciones de micafungina (0,062 mg/L o 0,125 mg/L) y adquirieron 
mutaciones en el gen FKS2. Sin embargo, la CMI de fluconazol permaneció sistemáticamente 
inalterada. Por el contrario, la exposición directa a micafungina produjo una inhibición del 
crecimiento en placas con concentraciones de micafungina ≥0,062 mg/L tras 24 horas de 
incubación. 
Se concluyó que una exposición progresiva a concentraciones crecientes de 
micafungina in vitro promovió fácilmente resistencia a las equinocandinas en aislados 
clínicos susceptibles de C. glabrata causantes de candidemia, incluso a una baja 
concentración de micafungina. Por el contrario la exposición directa a ciertas 
concentraciones de equinocandinas no permitió la adquisición de resistencia. 
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Capítulo I 
6.1.2. Artículo 2: Low and constant micafungin concentrations may be sufficient to 
lead to resistance mutations in FKS2 gene of Candida glabrata. 
En este trabajo se estudió la capacidad de las cepas de C. glabrata productoras de 
candidemia para adquirir resistencia secundaria a las equinocandinas tras una exposición in 
vitro a concentraciones bajas y constantes de micafungina. Se caracterizó la cinética de 
crecimiento y la virulencia de los mutantes obtenidos.  
Cinco aislados de C. glabrata, se expusieron a concentraciones bajas y constantes de 
micafungina (0,031 mg/L) tras pases diarios sucesivos (hasta 10 días). Tras cada pase se 
estudió la sensibilidad antifúngica (micafungina, anidulafungina y fluconazol) mediante 
EUCAST, y se caracterizó la secuencia de los genes FKS. Al décimo día de exposición se 
evaluó la patogenicidad de las cepas (parámetros cinéticos de crecimiento y virulencia en el 
modelo in vivo de Galleria mellonella) y se estudió la secuencia del gen MSH2. 
Todos los aislados adquirieron resistencia fenotípica a equinocandinas y mutaciones 
en el gen FKS2 tras 2-4 días de exposición. Sin embargo, la CMI de fluconazol no sufrió 
grandes cambios. Las cepas no necesariamente provenían de pacientes que previamente 
recibieran tratamiento antifúngico, no presentaron mutaciones específicas en el gen MSH2, 
ni mostraron cambios en los parámetros cinéticos de crecimiento. Sin embargo, los aislados 
con mutaciones en el gen FKS2 mostraron menor virulencia que las cepas salvajes en el 
modelo de G. mellonella. 
Se concluyó que las cepas de C. glabrata adquirieron resistencia a equinocandinas 
rápidamente cuando fueron expuestas in vitro a concentraciones bajas y constantes de 
micafungina. La adquisición de mutaciones en los genes FKS parece que puede afectar a la 
virulencia de las cepas de C. glabrata. 
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6.1.3. Artículo 3: Mutant prevention concentration and mutant selection window 
of micafungin and anidulafungin in clinical Candida glabrata isolates. 
En este estudio se calculó la concentración preventiva de mutantes (MPC), la ventana 
de selección de mutantes (MSW), y la frecuencia de mutación a micafungina y 
anidulafungina en cepas clínicas de C. glabrata productoras de candidemia. Adicionalmente, 
se estudió la cinética de crecimiento y la virulencia entre cepas clínicas sensibles y sus 
respectivos aislados resistentes, así como la secuencia del gen MSH2 con la exposición a 
antifúngicos previos en los pacientes y su pronóstico. 
Los inóculos ajustados de 20 aislados de C. glabrata susceptibles a las 
equinocandinas e intermedios a fluconazol se cultivaron directamente sobre placas de agar 
con diferentes concentraciones de equinocandinas, e inspeccionaron diariamente hasta el 5º 
día de incubación. Se determinó la sensibilidad antifúngica por EUCAST a las colonias 
individuales obtenidas,  y en aquellas fenotípicamente resistentes se secuenciaron los genes 
FKS. Se compararon las cepas resistentes y sensibles en términos de formación de 
biopelículas, parámetros cinéticos de crecimiento, virulencia (mediante el modelo de 
Galleria mellonella), y alteraciones en el gen MSH2.  
Micafungina y anidulafungina mostraron similares MPCs (0,06 - 2 mg/L y 0,25 - 2 
mg/L, respectivamente), MSW (0,015 - 2 mg/L, para ambas equinocandinas) y frecuencia de 
mutación (3,7 x10-8 y 2,8 x10-8, respectivamente). La placa con concentración de 1 mg/L 
(mayor concentración que permitió el crecimiento) dio lugar a la proliferación de un total de 
32 colonias fenotípicamente resistentes procedentes de 12 aislados. Solo en 21 de las 32 
colonias se observaron mutaciones en el gen FKS2. No se encontraron diferencias en la 
formación de biopelículas, en los parámetros cinéticos estudiados, ni en la virulencia entre 
aislados de tipo salvaje o mutante. Las mutaciones en el gen MSH2 no se relacionaron con 
las características clínicas estudiadas. 
Se concluyó que C. glabrata fue capaz de desarrollar resistencia secundaria in vitro en 
concentraciones de equinocandinas <2 mg/L. La adquisición de resistencia secundaria no se 
relacionó con la patogenicidad, ni con la presencia de mutaciones en el gen MSH2.  
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6.1.4. Artículo 4: MSH2 gene point mutations are not antifungal resistance 
markers in Candida glabrata. 
En este estudio se evaluó la secuencia del gen MSH2 en cepas de C. glabrata tanto 
sensibles como resistentes a las equinocandinas generadas in vitro e in vivo. Además, se 
determinó la relación entre las mutaciones en el gen MSH2 y el genotipo, la adquisición de 
resistencia antifúngica, y el pronóstico del paciente. 
La secuencia del gen MSH2 se estudió en 124 aislados de C. glabrata que causaron 
episodios incidentes de candidemia (n=81), episodios secundarios de candidemia (n=9), 
endocarditis (n=2) y aislados resistentes a las candinas generados in vitro (n=32). El 
genotipado se realizó mediante microsatélites y “multilocus sequence typing” (MLST). La 
sensibilidad antifúngica a las equinocandinas y al fluconazol se estudió mediante EUCAST. 
Los aislados que causaron candidemia (n=90) fueron sensibles a las equinocandinas, 
cuatro de ellos fueron resistentes al fluconazol (CMI ≥64 mg/L), y un aislado de la válvula 
cardíaca fue resistente a micafungina y anidulafungina (CMI = 2 mg/L y 1 mg/L, 
respectivamente). Las mutaciones en el gen MSH2 estuvieron presentes en el 44,4% de los 
aislados incidentes, siendo V239L la más frecuente, y no se correlacionaron con la resistencia 
antifúngica in vitro ni in vivo. Los microsatélites y el MLST revelaron 27 genotipos y 17 
secuencias tipo, respectivamente, y los aislados resistentes a fluconazol no estuvieron 
genéticamente relacionados. La mayoría de cepas con genotipo idéntico mostraron las 
mismas mutaciones en el gen MSH2. No se encontraron diferencias clínicas entre los 
pacientes infectados por aislados con el gen MSH2 de tipo salvaje y aislados con cualquier 
mutación puntual en este gen. 
Se concluyó que la presencia de mutaciones en el gen MSH2 en aislados de C. 
glabrata causantes de candidemia no se relacionó con la adquisición de resistencia 
antifúngica tanto in vitro como in vivo, con genotipos específicos, ni con los parámetros 
clínicos de los pacientes estudiados, incluido el uso de antifúngicos previo. 
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6.2. CAPÍTULO II: Determinación de parámetros cinéticos de 
crecimiento in vitro en aislados de Candida spp. causantes de 
candidemia. 
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6.2.1. Artículo 5: Growth kinetics in Candida spp.: Differences between species and 
potential impact on antifungal susceptibility testing as described by the EUCAST. 
En este estudio se determinaron los parámetros cinéticos de crecimiento de aislados 
de Candida spp. causantes de candidemia, así como en cepas de C. glabrata tanto 
resistentes a las equinocandinas como al fluconazol, usando las condiciones de cultivo e 
incubación del propuestas en el método EUCAST EDef 7.3.1. 
Se estudiaron 705 aislados clínicos de Candida spp. sensibles a los antifúngicos de 
pacientes con candidemia, 28 aislados de C. glabrata resistentes a las equinocandinas y 10 
aislados de C. glabrata resistentes a fluconazol para calcular los parámetros cinéticos de 
crecimiento (la tasa de crecimiento promedio, el pico máximo, el tiempo hasta llegar a la 
tasa máxima de crecimiento y la fase de latencia). Se estudiaron las diferencias inter e intra 
especie, así como el porcentaje de aislados que alcanzaron una densidad óptica de 0,2 
(mínimo requerido por EUCAST para poder obtener la CMI).  
Se encontraron diferencias inter especies en la fase de crecimiento y en los 
parámetros cinéticos; C. glabrata fue la especie con un crecimiento más rápido y C. 
parapsilosis fue la especie con la fase de latencia más larga. Además, se encontraron 
variaciones dentro de la misma especie, determinándose una correlación positiva entre la 
tasa de crecimiento promedio y el pico máximo. Los aislados de C. glabrata resistentes a las 
equinocandinas tuvieron una tasa de crecimiento promedio significativamente más baja, en 
comparación con los aislados salvajes y resistentes al fluconazol. Periodos de incubación de 
12 a 15 horas permitieron alcanzar el umbral de densidad óptica de 0,2 en el 100% de los 
aislados de C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei.  
Se concluyó que existían diferencias inter e intra especie en los parámetros cinéticos 
estudiados en los aislados clínicos de Candida spp. La resistencia a las equinocandinas en 
aislados de C. glabrata podría tener un impacto en la curva cinética de crecimiento. La 
susceptibilidad antifúngica mediante EUCAST podría anticiparse en ciertas especies, 
particularmente C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei. 
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6.3. CAPÍTULO III: Detección rápida de resistencia a equinocandinas 
en Candida spp.  
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6.3.1. Artículo 6: Resistance to echinocandins in Candida can be detected by 
performing the Etest directly on blood culture samples.  
En este estudio se evaluó el papel del Etest® y de las placas de agar con 
anidulafungina realizados directamente sobre hemocultivos positivos como técnicas rápidas 
de detección de resistencia a las equinocandinas en Candida spp.  
Se estudiaron 80 hemocultivos positivos de pacientes con candidemia: 60 aislados de 
Candida spp. sensibles a las equinocandinas (C. albicans [n = 20], C. tropicalis [n = 20], C. 
glabrata [n = 20]) y 20 aislados de C. parapsilosis con sensibilidad intermedia a las 
equinocandinas. Adicionalmente, se inocularon botellas de hemocultivos con 35 aislados de 
Candida spp. resistentes a la equinocandinas. Un total de 3-6 gotas del medio de cultivo de 
cada botella positiva se aplicó directamente sobre placas de agar RPMI 1640 con tiras de 
Etest® de micafungina y anidulafungina (ETDIR) y en placas de agar Sabouraud con 2 mg/L de 
anidulafungina. Todas las placas se incubaron a 35ºC durante 24 horas. Además, los aislados 
fueron testados mediante EUCAST y Etest® estándar (ETSD) para calcular el acuerdo esencial 
y categórico entre los métodos.  
El acuerdo esencial y el categórico entre el método EUCAST, ETDIR y ETSD fue >97%. El 
acuerdo esencial entre EUCAST y ETDIR para ambas candinas fue >97%. El acuerdo categórico 
entre la secuencia de los genes FKS y ETDIR fue del 97%. Las CMIs de anidulafungina y de 
micafungina obtenidas por ETDIR (≥0,19 mg/L y ≥0,064 mg/L, respectivamente) separaron los 
aislados sensibles/salvajes de los resistentes/mutantes. El acuerdo categórico entre el 
método de EUCAST y el crecimiento en las placas con anidulafungina fue bajo (63%) con la 
excepción de C. glabrata (94%). 
Se concluyó que el Etest® de micafungina y anidulafungina realizado directamente 
sobre hemocultivos positivos de pacientes con candidemia era un procedimiento fiable y 
rápido para detectar resistencia a las equinocandinas en Candida spp., siendo un método 
fácilmente asumible en la rutina del laboratorio de microbiología. 
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6.3.2. Artículo 7: Detection of echinocandin-resistant Candida glabrata in blood 
cultures spiked with different percentages of FKS2 mutants.  
En este estudio se comparó el método EUCAST con el Etest® y las placas de agar con 
anidulafungina realizados directamente sobre hemocultivos positivos para detectar 
rápidamente resistencia a las equinocandinas en presencia de cepas de C. glabrata tanto 
sensibles como resistentes coexistiendo en diferentes proporciones. 
Se estudiaron diez parejas de C. glabrata (cepa parental sensible y cepa isogénica 
resistente a las candinas). Para cada pareja se prepararon tres inóculos (1-5 x103, 1-5 x102 y 
10-50 UFC/mL) que abarcaban suspensiones con diferentes proporciones de la cepa 
sensible/resistente (9/1, 5/5 y 1/9). Las nueve suspensiones (por pareja) se inocularon en 
botellas de hemocultivos negativas que se re-incubaron hasta su positividad. Posteriormente 
se aplicaron 3-6 gotas del medio del hemocultivo en placas de Sabouraud para realizar el 
método de EUCAST, en placas de RPMI para realizar el Etest® directo (ETDIR) y en placas de 
agar con anidulafungina (2 mg/L).  
El método de EUCAST detectó resistencia a las equinocandinas cuando las botellas 
contenían cepas sensibles/resistentes en las proporciones de 5/5 y 1/9. En cambio, las 
suspensiones con una proporción 9/1 en tres parejas resultaron sensibles a las 
equinocandinas. Sin embargo, el ETDIR detectó resistencia a micafungina (CMI ≥0,064 mg/L) y 
a anidulafungina (CMI ≥0,125 mg/L) en todas las parejas, independientemente de la 
proporción y del inóculo utilizado. Las placas con anidulafungina permitieron el crecimiento 
de todas las cepas tras 48 horas de incubación.  
Se concluyó que el método del Etest® realizado directamente sobre hemocultivos 
positivos fue el método más rápido y fiable para detectar resistencia a las equinocandinas en 
C. glabrata, incluso cuando los aislados resistentes están infrarrepresentados.  
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El estudio de la infección fúngica invasora ha sido abordado fundamentalmente 
desde el punto de vista clínico debido a la alta morbi-mortalidad de los pacientes y al 
elevado coste económico para las instituciones. En los últimos años, se ha observado un 
cambio en la epidemiología de las especies de Candida causantes de infección, siendo C. 
glabrata una de las que más se han afectado. Esto es debido a que su incidencia ha 
aumentado considerablemente, debido al incremento en el número de pacientes propensos 
a adquirir infección. 
Un factor determinante que ha centrado la atención en el estudio de C. glabrata es el 
aumento notable de la tasa de resistencia a las candinas, antifúngicos de primera línea en el 
tratamiento de estas infecciones. Esto es especialmente importante en una especie con baja 
susceptibilidad a los azoles. En la actualidad, la resistencia de C. glabrata a las candinas en 
España es baja, a diferencia de lo que ocurre en algunos hospitales de Estados Unidos de 
América y del norte de Europa. Esto conlleva a una continua vigilancia de la aparición de la 
resistencia, y a un estudio profundo del patógeno. Una de las características principales de C. 
glabrata en comparación con otras especies de Candida, es que ha demostrado la capacidad 
de adquirir resistencia de manera rápida a múltiples antifúngicos (Bartizal et al., 1997; 
Balashov et al., 2006; Locke et al., 2016; Shields et al., 2018). Sin embargo, a día de hoy, son 
pocos los pacientes infectados por aislados resistentes a las candinas. Del mismo modo, 
otras características propias de las cepas como su patogenicidad, la velocidad de 
crecimiento, la capacidad de formación de biopelículas, y su letalidad en modelos animales 
han recibido poca atención. 
La aparición de resistencia en C. glabrata a las candinas parece estar relacionada con 
su predisposición a adquirir fácilmente mutaciones en los genes FKS en respuesta a la 
presión antifúngica, probablemente debido por su naturaleza haploide (Arendrup y Perlin, 
2014; Perlin, 2014; Shields et al., 2014). La presión de estos fármacos sobre este patógeno 
puede darse tanto en su uso como profilaxis, como en el seno de tratamiento cuando este se 
prolonga en el tiempo (Thompson et al., 2008; Lewis et al., 2013; Alexander et al., 2013). Sin 
embargo, existen casos en los que se describe la aparición de resistencia a los pocos días del 
inicio del tratamiento (Lewis et al., 2013; Sasso et al., 2017), lo que sugiere que C. glabrata 
puede adquirir resistencia secundaria de forma rápida y sin elevada presión de antifúngico. 
Como ha quedado demostrado en esta tesis, C. glabrata es capaz de desarrollar 
resistencia in vitro a las equinocandinas tras exposición a micafungina y/o anidulafungina 
(Bordallo-Cardona et al., 2017; Bordallo-Cardona et al., 2018b; Bordallo-Cardona et al., 
2018d). La adquisición de resistencia pudo observarse en diferentes condiciones 
experimentales con exposiciones iniciales en placas que contenían bajas concentraciones de 
micafungina y cuando se expusieron los aislados posteriormente en pases sucesivos, tanto 
en placas con la misma baja concentración o con concentraciones progresivamente 
mayores. Se observó que los aislados mantenían su capacidad de crecer en esas 
circunstancias desarrollando mutaciones en los genes FKS y además, mostrando mayores 
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CMIs a micafungina y anidulafungina. La exposición, por tanto, a concentraciones bajas de 
equinocandinas supone un ambiente propicio para el desarrollo de resistencia, que a la larga 
termina seleccionando a los mutantes subrepresentados a costa de la población salvaje. En 
este sentido, uno de los aislados estudiados ilustró muy bien este fenómeno de coexistencia 
de poblaciones, ya que se detectaron dos mutaciones en el gen FKS2 (S663P y D666Y) 
cuando el aislado se cultivó en la placa que contenía una baja concentración de micafungina 
(0,062 mg/L). Sin embargo, se observó un enriquecimiento en la mutación S663P a 
concentraciones más altas de micafungina (Bordallo-Cardona et al., 2017). Debido 
posiblemente a las mutaciones que aparecen en los “Hot Spot” de los genes FKS, que 
condicionan el fenotipo de resistencia a candinas (Arendrup y Perlin, 2014), y el cambio 
encontrado en el aminoácido S663 en el gen FKS2 confiere una resistencia elevada, mientras 
que el cambio en D666 confiere una resistencia débil. Por otra parte, aunque la deleción 
F658 no se encuentra dentro del “Hot Spot”, su presencia se ha asociado con CMIs elevadas 
(Alexander et al., 2013; Pham et al., 2014b). Aun así, se observó que una de las cepas con 
esta deleción adquirió resistencia a anidulafungina a bajas concentraciones durante la 
exposición y posteriormente a micafungina cuando se expuso a la concentración más alta del 
fármaco (Bordallo-Cardona et al., 2017). Otro fenómeno que se observó es que, algunas de 
las colonias moderadamente resistentes (1 o 2 diluciones por encima del punto de corte) a 
las equinocandinas obtenidas in vitro no albergaron mutaciones en los genes FKS. Diversos 
autores han corroborado estas observaciones en aislados de C. glabrata, así como fenotipos 
con CMIs altas a las candinas en cepas FKS salvajes, lo que justifica futuros estudios sobre 
esta cuestión (Pham et al., 2014b; Shields et al., 2018). Curiosamente en nuestros trabajos, 
la exposición de las mismas cepas a diferentes concentraciones del mismo antifúngico 
condujo a la generación de diferentes mutaciones en el gen FKS2. El impacto clínico de la 
CMI ha sido estudiado como un predictor de pronóstico/respuesta ya que, pacientes 
infectados con aislados con una CMI baja a micafungina y elevada a anidulafungina pueden 
responder al tratamiento con micafungina de las misma forma que un aislado de tipo salvaje 
(Arendrup et al., 2011c; Arendrup et al., 2012). Sin embargo esta cuestión debe ser evaluada 
en mayor profundidad en el futuro. 
La capacidad de C. glabrata de adquirir resistencia secundaria in vitro podría explicar 
la compartimentalización de la resistencia, es decir, la presencia de aislados resistentes en 
determinadas zonas del organismo, donde se alcanzan concentraciones subterapéuticas de 
candinas. Estas observaciones pueden tener impacto clínico puesto que micafungina penetra 
débilmente en el líquido peritoneal, alcanzando un ratio líquido/plasma de 0,3 (AUC0-24h) 
(Grau et al., 2015). De hecho, es en la cavidad abdominal donde se ha demostrado la 
promoción de mutantes que posteriormente provocan infección invasiva, en muchas casos 
tras la utilización de candinas (Shields et al., 2014). El mismo efecto de bajas 
concentraciones de candinas encontradas en mucosas y la promoción de mutantes descrita 
en ese órgano, podría ser debido a lo anterior mencionado (Jensen et al., 2015). Esto sugiere 
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que no alcanzar una exposición mínima a estos antifúngicos puede seleccionar mutantes que 
potencialmente podrían dar lugar a infecciones invasivas.  
La exposición progresiva in vitro a concentraciones crecientes de micafungina, 
permitió a todos los aislados estudiados crecer hasta la máxima concentración de 
micafungina en placa estudiada (2 mg/L) (Bordallo-Cardona et al., 2017). Sin embargo, la 
exposición in vitro directa a esa misma concentración no permitió el crecimiento de las 
cepas. Esta observación es coherente con lo anteriormente observado, y probablemente se 
debe al hecho de que no hay tiempo para que se produzca una selección y enriquecimiento 
de mutantes, por lo que la población expuesta es exclusivamente salvaje y no soporta esas 
altas concentraciones de antifúngico (Bordallo-Cardona et al., 2018d). Se han propuesto 
parámetros (la frecuencia de mutación, la concentración preventiva de mutantes [MPC] y la 
ventana de selección de mutantes [MSW]) en antibacterianos que permitirían optimizar la 
respuesta al tratamiento y prevenir la aparición de aislados resistentes (Dong et al., 1999; 
Dong et al., 2000; Blondeau et al., 2001; Cantón y Morosini, 2011). Estos parámetros han 
recibido poca atención en el estudio de la infección por C. glabrata; sin embargo, en este 
sentido, las observaciones de esta tesis parecen sugerir una concentración mínima de 
candinas que sería deseable alcanzar para encontrarse en una “zona de seguridad”. Según 
los resultados obtenidos, concentraciones de micafungina y anidulafungina ≥2 mg/L podrían 
prevenir la aparición de mutantes resistentes en C. glabrata (parámetro MPC) y 
concentraciones entre la CMI y la MPC permiten la aparición de mutantes (parámetro MSW) 
ya que, la exposición progresiva a concentraciones incluidas en la MSW (0,031 mg/L) dio 
lugar a la generación de mutantes (Bordallo-Cardona et al., 2018b; Bordallo-Cardona et al., 
2018d). 
Idealmente, la concentración de un fármaco en el lugar de la infección debe estar por 
encima de la MPC para minimizar la selección de mutantes. Sin embargo, esto sólo va a ser 
posible si la farmacocinética del fármaco lo permite, ya que no se pueden aumentar las dosis 
de fármaco ilimitadamente por la potencial aparición de toxicidad. Una posible solución es 
combinar fármacos para disminuir así la MPC, sin necesariamente administrar dosis 
superiores, pero en este momento la combinación de antifúngicos sólo se recomienda en 
situaciones concretas (Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2016) y probablemente esté 
justificada en escenarios con una alta tasa de resistencia a las candinas. Como ejemplo de la 
potencial traslación de estos parámetros a la práctica clínica, las concentraciones séricas de 
micafungina, anidulafungina y caspofungina son 4,95 mg/L, 3,5 mg/L y 7,64 mg/L, 
respectivamente (Nicasio et al., 2009; Chen et al., 2011), mientras que la concentración en el 
peritoneo es <2 mg/L (Grau et al., 2015). Esto está línea con la baja tasa de resistencia 
encontrada en cepas aisladas de sangre frente a la mayor probabilidad de encontrarlas en la 
cavidad abdominal (Shields et al., 2014). 
Sigue siendo una incógnita por qué algunas cepas de C. glabrata adquieren 
mutaciones de resistencia en los genes FKS. Diversos autores han propuesto que la 
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adquisición de resistencia a múltiples antifúngicos en diferentes especies de hongos, incluida 
C. glabrata, puede ser debida a defectos en la reparación del ADN (Legrand et al., 2007; 
Healey et al., 2016; Boyce et al., 2017). Un estudio reciente, identificó un fenotipo 
hipermutador en C. glabrata causado por un defecto en los genes de reparación de la 
replicación del ADN, exactamente en el gen MSH2, capaz de adquirir resistencia a múltiples 
antifúngicos (Healey et al., 2016), proponiendo la detección de mutaciones puntuales en el 
gen MSH2 como un marcador potencial de desarrollo de resistencia (Healey et al., 2016). Sin 
embargo, estudios posteriores y los presentados en esta tesis, no parecen avalar esta teoría.  
Se pretendió estudiar la correlación entre la presencia de mutaciones en el gen MSH2 
con (i) adquisición de resistencia in vitro e in vivo, (ii) el genotipo de los aislados y (iii) 
pronóstico de los pacientes y el uso previo de antifúngicos (Bordallo-Cardona et al., 2018a). 
La tasa de aislados que albergaron mutaciones en el gen MSH2 (44,4%) encontrada en esta 
tesis fue similar a la informada en otros estudios (Healey et al., 2016; Singh et al., 2018), 
pero inferior al 77,2% observada por Hou y colaboradores (Hou et al., 2018). Ciertas 
mutaciones, como V239L y P208S/N890I, se han asociado con la adquisición de resistencia 
(Healey et al., 2016; Singh et al., 2018), a diferencia de otras menos comunes como E7K, 
E456D o E459K (Healey et al., 2016; Dellière et al., 2016; Singh et al., 2018). En esta tesis se 
observó lo siguiente: primero, los aislados de C. glabrata productores de primeros episodios 
y sensibles a las equinocandinas así como, sus respectivos aislados resistentes generados in 
vitro, tenían la misma secuencia del gen MSH2. Segundo, los aislados sensibles a 
equinocandinas con mutaciones en el gen MSH2 o con una secuencia de tipo salvaje 
pudieron cambiar a un fenotipo resistente después de la exposición in vitro a las 
equinocandinas. En tercer lugar, el aislado incidente sensible a las equinocandinas del 
paciente con endocarditis que albergaba mutaciones en el gen MSH2 fue capaz de producir 
in vivo aislados sensibles y resistentes a las equinocandinas. Finalmente, no se observó que 
las alteraciones en el gen MSH2 influyeran en la resistencia al fluconazol. Además, no se 
encontró ninguna correlación entre la presencia de mutaciones en el gen MSH2 y la 
adquisición de resistencia antifúngica, ya sea in vitro o in vivo. Este hallazgo está en línea con 
estudios previos, en los que también se destacó esta falta de correlación (Dellière et al., 
2016; Singh et al., 2018; Hou et al., 2018). 
Estudios anteriores, han relacionado diversos genotipos específicos de C. glabrata 
con mutaciones del gen MSH2 (Dellière et al., 2016; Hou et al., 2018). Dellière y 
colaboradores, encontraron una correlación entre algunos genotipos definidos mediante 
microsatélites y mutaciones en el gen MSH2 (Dellière et al., 2016); sin embargo, las 
mutaciones no fueron genotípico-específicas. Hou y colaboradores, observaron una 
correlación entre el ST7, ST10 y la presencia de ciertas mutaciones en el gen MSH2 
(V239L±K583N y P208S/N890I, respectivamente) (Hou et al., 2018); sin embargo, los autores 
no revelan si las mismas mutaciones también se encontraron en otros STs. Finalmente, los 
resultados descritos por Deshpande y colaboradores están en línea con los observados por 
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Hou exceptuando que, la mutación V239L, aparte de encontrarse en el ST7, también se 
encontró en el ST2, mientras que el genotipo ST3 estaba formado por aislados de tipo 
salvaje (Deshpande et al., 2018). Al considerar todos estos estudios, incluidos los 
presentados en esta tesis, parece haber una cierta relación entre el genotipo y la secuencia 
del gen MSH2; por ejemplo, el ST7 y el ST10 albergan mutaciones específicas mientras que, 
la mutación V239L, está presente en ST2, ST3, ST7, ST8 y ST34. Estos hallazgos sugieren que 
las mutaciones en el gen MSH2 pueden ser posibles polimorfismos constitutivos, en lugar de 
mutaciones que podrían indicar el desarrollo de resistencia, como apoya un estudio reciente 
que utiliza datos de secuenciación de genoma completo en C. glabrata (Carreté et al., 2018). 
Además, la mayoría de las secuencias del gen MSH2 fueron casi idénticas en los aislados que 
pertenecen a un genotipo.  
Esta tesis no solo detalla la caracterización microbiológica de los aislados de C. 
glabrata, sino que también aporta una descripción clínica de los pacientes infectados. Los 
pacientes infectados por C. glabrata con mutaciones en el gen MSH2 o de tipo salvaje 
presentaron características demográficas y clínicas similares. Además, no se encontraron 
diferencias entre los dos grupos en lo referente a la utilización previa de antifúngicos, como 
se ha observado en otro estudio previo (Dellière et al., 2016). Sin embargo se detectó un 
número mayor de casos graves (puntuación de Pitt alta, mayor incidencia de shock séptico y 
de mortalidad a los 30 días del diagnóstico de la candidemia en este grupo) en el grupo de 
pacientes infectados por cepas con el gen MHS2 de tipo salvaje. Los pacientes con peor 
pronóstico estaban infectados con los genotipos ST3 y ST7, de la misma manera que otros 
autores han descrito que estos genotipos pueden causar un peor pronóstico (Byun et al., 
2018). 
La aparente contradicción entre la escasez de cepas clínicas invasoras resistentes a 
candinas y la facilidad con la que se pueden promover resistencia in vitro, no tiene una 
explicación clara. Una posibilidad es que las cepas resistentes muestren diferencias frente a 
las cepas salvajes en cuanto al “fitness” y/o virulencia (Perlin, 2011; Arendrup y Perlin, 2014; 
Perlin, 2015b). En esta tesis se ha evaluado la virulencia/patogenicidad como supervivencia 
en el modelo animal de Galleria mellonella y la formación de biopelículas y el “fitness” 
medido mediante parámetros cinéticos en cepas de C. glabrata tanto resistentes a las 
equinocandinas como salvajes. 
La probabilidad de que las cepas mutantes tengan menor capacidad para subsistir en 
el paciente por su potencial coste biológico, podría explicar su baja probabilidad de ser 
detectadas. El modelo de G. mellonella comporta la inoculación de las cepas directamente 
dentro del organismo de la larva, por lo que con este modelo no se está evaluando la 
capacidad de las cepas de acceder a los tejidos profundos sino la de producir daño una vez 
allí. No se encontraron resultados concluyentes en relación con la mediana de supervivencia 
de las larvas infectadas por cepas de C. glabrata mutantes frente a las salvajes. Estos 
resultados están en línea con otros estudios anteriores (Lepak et al., 2012; Borghi et al., 
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2014a). Además, otro estudio previo han demostrado que los aislados mutantes mantienen 
intacta la capacidad de invasión en los pacientes (Wiederhold, 2016). Queda pendiente 
estudiar si se encontrarían diferencias a la hora de atravesar barreras para acceder a 
órganos profundos por sí mismas. 
Otro modelo que posibilita el estudio de la patogenicidad es el análisis de la 
capacidad de las levaduras para formar biopelículas. En esta tesis tampoco se encontraron 
diferencias significativas entre la producción de biopelículas por parte de los aislados 
mutantes de C. glabrata y las de sus respectivas cepas salvajes. C. glabrata se caracteriza por 
formar biopelículas con baja biomasa y alta actividad metabólica (Marcos-Zambrano et al., 
2014a) mientras que C. albicans se caracteriza por su mayor capacidad de formar 
biopelículas con elevada biomasa. Por lo tanto, la falta de diferencias entre los grupos 
(salvajes y resistentes) no es sorprendente, debido a la menor mortalidad que en general 
presentan los pacientes infectados por C. glabrata, lo que potencialmente sea explicable por 
su baja capacidad de formar biopelículas, de la misma forma que los pacientes infectados 
por C. albicans presentan un peor pronóstico (Rajendran et al., 2015b). 
Por último, se estudiaron los parámetros cinéticos de crecimiento mediante curvas 
de densidad óptica en diferentes especies de Candida, y se compararon aislados de C. 
glabrata salvajes, resistentes a fluconazol y a equinocandinas (Bordallo-Cardona et al., 
2018f). Es la primera vez que se desarrolla un estudio de estas características para mostrar 
diferencias en los parámetros cinéticos de crecimiento inter e intra especie. Este es un tema 
controvertido en la actualidad, ya que algunos autores no han demostrado un claro impacto 
en el “fitness” cuando compararon aislados de C. albicans y C. glabrata sensibles y 
resistentes a las candinas (Ben-Ami et al., 2011; Arendrup et al., 2012). 
En el análisis de las cepas sensibles se demostró que C. glabrata creció 
vigorosamente, mostrando la curva cinética más pronunciada que el resto de las especies. 
Dado que el inóculo inicial es similar en todas las especies, las diferencias cinéticas podrían 
explicarse por el alto número de células de C. glabrata por unidad de volumen en los 
pocillos, posibilitado por el pequeño tamaño celular de esta especie y/o al tiempo corto de 
germinación. Las especies restantes mostraron una velocidad media de crecimiento más 
lenta en el siguiente orden: C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis y C. albicans. En la 
comparación de los parámetros cinéticos entre cepas de C. glabrata sensibles y resistentes a 
fluconazol no se observaron diferencias cinéticas en el crecimiento. Sin embargo, sí se 
observaron con los aislados de C. glabrata resistentes a las equinocandinas, que mostraron 
una velocidad media de crecimiento más baja que los aislados sensibles, independiente del 
tipo de mutación en el gen FKS. 
La alta velocidad de crecimiento de C. glabrata en las condiciones descritas contrasta 
con el tiempo de positividad de los hemocultivos, ya que es significativamente menor que 
con otras especies (Lai et al., 2012; Huang et al., 2013; Cobos-Trigueros et al., 2013; 
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Gokbolat et al., 2017). Con la excepción de C. glabrata, el resto de las especies mostraron el 
mismo orden en lo relativo al tiempo de positividad que la velocidad media de crecimiento. 
C. tropicalis y C. krusei son normalmente las especies con menor tiempo de positividad, 
seguidas de C. parapsilosis y C. albicans (con tiempos similares) (Lai et al., 2012; Huang et al., 
2013). Una explicación es que las condiciones de incubación y crecimiento ensayadas en esta 
tesis no son las mismas que las de los hemocultivos (no solo por el inóculo sino también por 
la composición del medio y la disponibilidad de los nutrientes). Para comprobar esto, se 
estudiaron diferentes inóculos de aislados de las especies comentadas (1-5 x104, 1-5 x103,    
1-5 x102, 1-5 x10 UFC/mL) y se observó que la magnitud de los parámetros cinéticos 
disminuyó: la fase de latencia fue mayor con el inóculo más bajo, mientras que las 
diferencias entre las especies no cambiaron (datos no mostrados). 
Las condiciones experimentales utilizadas para estudiar la cinética de crecimiento 
(medio de cultivo, inóculo y temperatura de incubación) fueron exactamente las mismas que 
las recomendadas en el procedimiento de EUCAST e imitaron al pocillo control de 
crecimiento libre de fármaco a lo largo del tiempo. La determinación de la CMI, según 
EUCAST, se debe realizar tras 24 ± 2 horas de incubación si la densidad óptica del pocillo 
control es de ≥0,2. En estas condiciones se observó que, primero, la morfología de las curvas 
cinéticas a las 24 horas permitió detectar que C. parapsilosis se encontraba en la fase 
exponencial, mientras que las especies restantes se encontraban en una fase de 
desaceleración (fase pre-estacionaria) donde la replicación celular probablemente esté 
disminuyendo como consecuencia de la competencia (Alsuhaim H, 2013). En segundo lugar, 
la curva cinética de crecimiento entre las 22 y 26 horas mostró resultados similares en todas 
las especies, excepto para C. krusei, donde se observó que la curva evolucionaba desde la 
fase pre-estacional (22 horas) hasta la fase post-estacional (26 horas) donde horas después 
se podría intuir canibalismo. Dado que la determinación de la CMI se realiza al final de la 
fase exponencial, no se encontraron grandes diferencias en las densidades ópticas entre las 
22 y las 26 horas de incubación, pero sí en cada una de las cepas de una misma especie. La 
definición de CMI de azoles y candinas frente a Candida no exige ausencia de crecimiento 
completo sino disminución en comparación con el pocillo control, por lo que diferencias en 
el crecimiento en este pocillo a lo largo del tiempo podría conllevar a variación en la CMI. 
Queda la duda de en qué medida la curva de crecimiento se ve afectada por la presencia de 
un antifúngico, condiciones que deben ser estudiadas en un futuro. 
Dado que la detección de resistencia antifúngica es útil para corregir y optimizar el 
tratamiento antifúngico, la aceleración en la obtención de los resultados es de gran 
importancia en el manejo del paciente. Como se ha comentado en el método de EUCAST, la 
densidad óptica en el pocillo control libre de fármaco debe alcanzar un valor mínimo de 0,2 
después de 24 ± 2 horas de incubación (Arendrup MC et al., 2017). Sin embargo, este umbral 
podría alcanzarse antes de las 24 horas y reduciendo así, consecuentemente, el tiempo de 
incubación. Muy pocos aislados alcanzaron este umbral antes de 8-10 horas de incubación y 
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la mayoría de ellos (80%) requirieron incubaciones entre 10 horas (C. glabrata) y 24 horas (C. 
parapsilosis). Por lo tanto, acelerar la obtención de los resultados de la susceptibilidad 
antifúngica puede ser factible solo en C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei, aunque hay ciertas 
consideraciones a tener en cuenta. Primero, anticipar los resultados unas horas, en 
comparación con la lectura regular a las 24 horas, puede no ser relevante. Segundo, 
anticipar las lecturas llevaría a establecer la CMI en la fase exponencial del crecimiento 
fúngico y se desconoce el impacto de este fenómeno. Finalmente, estudios futuros deben 
probar que el crecimiento de la levadura en presencia de antifúngicos permite la 
interpretación de resultados con tiempos de incubación más cortos. 
En línea con lo comentado, los resultados de la sensibilidad antifúngica deberían 
anticiparse en la medida que sea posible. Aunque se prefieren los métodos de referencia de 
microdilución, estos no están exentos de inconvenientes ya que se requieren el cultivo puro 
de las cepas y sus resultados se demoran 48-72 horas desde el diagnóstico de la candidemia, 
con el consiguiente retraso en el inicio del tratamiento antifúngico apropiado. Una potencial 
alternativa para anticipar los resultados de sensibilidad antifúngica es estudiar el papel de 
métodos de difusión en agar independientes del inóculo de la cepa de forma que se puedan 
aplicar directamente sobre muestra clínica. El grupo demostró previamente que el Etest® 
realizado directamente de hemocultivos positivos (ETDIR) era equivalente al procedimiento 
CLSI M27-A3a para descartar falsa resistencia en levaduras, detectar resistencia a 
caspofungina en basidiomicetos, y resistencia a fluconazol en Candida-no albicans (Guinea et 
al., 2010). En un estudio posterior se demostró el papel del ETDIR para detectar resistencia a 
fluconazol en C. albicans, correlacionándose tanto con el método CLSI M27-A3 como con el 
EUCAST EDef 7.3.1 (Escribano et al., 2017). En esta tesis se ha demostrado además, que este 
método es también fidedigno a la hora de detectar resistencia a equinocandinas en Candida 
spp. utilizando EUCAST EDef 7.3.1 como método de referencia (Bordallo-Cardona et al., 
2018c).  
Con el fin de mejorar el potencial del ETDIR para la detección de aislados resistentes y 
mutantes, se calculó el acuerdo categórico utilizando la secuencia del gen FKS como método 
de referencia. Este acuerdo fue muy alto, lo que demuestra la capacidad del ETDIR para 
discriminar, en la mayoría de los casos, los aislados con mutaciones en los genes FKS de los 
de tipo salvaje. Sin embargo, se observaron errores mayores en tres aislados de C. glabrata 
que mostraron CMIs de anidulafungina y micafungina cercanas al punto de corte de EUCAST, 
y muy altas tanto en el ETSD como en el ETDIR, si bien las secuencias de los genes FKS1 y FKS2 
eran de tipo salvaje. Los puntos de corte usando el ETDIR que permitieron separar los aislados 
de tipo salvaje o sensibles a las equinocandinas de los aislados con mutaciones en los genes 
FKS y/o resistentes fueron: anidulafungina ≥0,19 mg/L y/o micafungina ≥0,06 mg/L. La 
realización del ETDIR demostró que se pueden acelerar los resultados de sensibilidad a las 
equinocandinas en las 24 horas siguientes a la detección de la candidemia, de manera fiable, 
rápida, sencilla y económica. 
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Además de estudiar la técnica del ETDIR, se evaluaron placas de agar que contenían 
una alta concentración de anidulafungina (2 mg/L) como método rápido de cribado de 
resistencia; se eligió anidulafungina por ser este fármaco más sensible para detectar aislados 
resistentes que micafungina. La concentración era la MPC de C. glabrata para las dos 
equinocandinas estudiadas, por lo que si el aislado no crecía en esta concentración, la 
probabilidad de que la cepa fuera resistente sería baja. Este método ha demostrado ser útil 
para el cribado de cepas de Aspergillus fumigatus resistentes a los azoles (Arendrup et al., 
2017). Se encontró, sin embargo que este método no fue útil para el cribado de resistencia a 
equinocandinas en C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis, posiblemente debido al efecto 
paradójico (Rueda et al., 2014; Marcos-Zambrano et al., 2017a). Sin embargo, el mejor 
acuerdo se encontró en C. glabrata ya que, el 100% de los aislados sensibles a las candinas 
no fueron capaces de crecer y más del 90% de los aislados resistentes crecieron en las placas 
que contenían una alta concentración de anidulafungina. 
Los dos procedimientos comentados (ETDIR y las placas con anidulafungina) 
permitieron también la detección de mutantes cuando estos estaban infrarrepresentados 
(Bordallo-Cardona et al., 2018e). De hecho, se detectaron incluso en proporciones tan bajas 
que el método de referencia no fue capaz de detectarlos. Esto puede explicarse porque el 
inóculo de los aislados que se prepara de acuerdo al procedimiento EUCAST (1-5 x105 
UFC/mL) no es suficiente para detectar bajas proporciones de mutantes por la tasa de 
mutaciones a estos fármacos, tasa que se estudió y calculó en esta tesis como 10-8 en 
presencia de micafungina o anidulafungina en C. glabrata (Bordallo-Cardona et al., 2018d). 
Estos experimentos se realizaron simulando la carga de levaduras en sangre de pacientes 
con candidemia, estimada en ≤1 UFC de levaduras por mL (rango entre 0,1 y >1,000) (Pfeiffer 
et al., 2011), por lo que suponiendo una venopunción de 10 mL de sangre inoculados en las 
botellas, el inóculo más bajo introducido en las botellas sería 10-50 CFU/mL, lo que simula 
una carga de C. glabrata de 1-5 CFU/mL circulando en sangre. Sin embargo, el tiempo de 
respuesta de las placas de agar que contienen anidulafungina fue peor que el del ETDIR ya 
que se requirió de 48 horas de incubación. 
Como conclusión final de esta tesis, a pesar de que en España la resistencia a las 
candinas en C. glabrata sigue manteniéndose baja, se ha demostrado que esta especie tiene 
potencial para adquirir fácil y rápidamente resistencia a estos antifúngicos. Además, se ha 
confirmado que el ETDIR es una técnica rápida y fiable para su uso en los laboratorios de 
Microbiología para detectar resistencia a equinocandinas en C. glabrata, suponiendo una 
herramienta a tener en cuenta si finalmente aumentan las tasas de resistencia en cepas 
provenientes de muestras clínicas. 
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1. La exposición progresiva in vitro a concentraciones crecientes o a concentraciones 
bajas y constantes de micafungina, pueden promover fácilmente resistencia a las 
equinocandinas en aislados de C. glabrata causantes de candidemia. 
 
2. Concentraciones in vitro de equinocandinas por debajo de 2 mg/L promueven el 
desarrollo de resistencia secundaria a las equinocandinas en aislados de C. 
glabrata productores de candidemia. En cambio, concentraciones superiores 
previenen su aparición. 
 
3. No se observó un impacto significativo en la virulencia estudiada mediante larvas 
infectadas de G. mellonella, entre los aislados de C. glabrata sensibles a candinas y 
los aislados con mutaciones en el gen FKS2. 
 
4. La presencia de mutaciones en el gen MSH2 en aislados de C. glabrata que causan 
candidemia no se correlacionó con la adquisición de resistencia antifúngica in vitro 
o in vivo, con genotipos específicos, ni con el uso previo de antifúngicos en los 
pacientes. 
 
5. Se encontraron diferencias significativas inter e intra especie en los parámetros 
cinéticos estudiados en los aislados clínicos de diferentes especies de Candida, 
siendo C. glabrata la especie más rápida en tasa de crecimiento. La resistencia a 
las equinocandinas en esta especie podría tener un impacto en la cinética de 
crecimiento. 
 
6. La aceleración de los resultados de sensibilidad antifúngica mediante el método 
de EUCAST puede ser posible para ciertas especies, particularmente para C. 
glabrata, C. tropicalis y C. krusei. 
 
7. El Etest® de equinocandinas realizado directamente de hemocultivos positivos es 
un procedimiento rápido, fiable, y sencillo para detectar resistencia a las 
equinocandinas en diferentes especies de Candida spp. incluso, cuando las cepas 
de C. glabrata resistentes están infrarrepresentadas en la población. 
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Anexo: Comunicaciones de primer autor a Congresos Internacionales derivados de 
los resultados de esta tesis. 
2016: 26th European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID). 
- In vitro exposure to micafungin promotes echinocandin resistance in clinical 
Candida glabrata Isolates.  
2017: 27th ECCMID. 
- Candida glabrata can acquire in-vitro resistance to echinocandins after exposure 
to low micafungin concentrations. 
- Mutant prevention concentrations (MPCs) of micafungin and anidulafungin 
against Candida glabrata clinical isolates.   
2018: 28th ECCMID. 
- The presence of MSH2 polymorphisms in Candida glabrata is not a predictor of 
antifungal resistance acquisition. 
- Agreement between EUCAST procedure and the Etest direct on blood samples in 
Candida spp. clinical isolates.  
- Candida spp. clinical isolates causing candidaemia show differences in the kinetic 
parameters.  
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